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第一章 序論 
 
 
１－１：緒言 
 
本章に於いては、消化管運動ホルモンペプチド「モチリン」の構造、蠕動
運動との関係、作用メカニズム、関与が示唆される疾病、ならびに、これまで
に明らかにされている構造活性相関、モチリンアゴニスト、アンタゴニストの
研究について述べ、その中で、低分子モチリンアゴニスト、アンタゴニストの
設計、合成研究の位置付けを明確にする。 
 
 
１－２：消化管運動ホルモンペプチド「モチリン」の構造と薬理活性 
 
モチリンは、腸部平滑筋から単離された、22 アミノ酸からなるポリペプチ
ドで、モチリンレセプターを介して、胃腸の蠕動運動 (上部消化管から下部消
化管へ伝播するように起きる収縮運動：図１－１）を活性化することが知られ
ている。1,2  
モチリンの構造は、1973 年に始めてブタモチリンの構造（FVPIF TYGEL 
QRMQE KERNK GQ)が明らかにされた。3, 4 ヒトのモチリンは 1995年に単離さ
れ、ブタモチリンと同じ構造であることが明らかとなった。5 イヌモチリンは、
７位、８位、１２位、１３位、１４位の、ウサギモチリンでは８位、１６位の
アミノ酸が、ブタ（ヒト）モチリンと異なっていることが報告されているが、
イヌおよびウサギの消化管でも、ブタ（ヒト）モチリンによって収縮が引き起
こされることが知られている。6 また、モチリンの立体構造を明らかにするため
の研究も数多く行われ、結晶構造解析の報告は未だないものの、 溶液中でのモ
チリンの立体構造が NMRを用いて観測され、報告されている。7-10 
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図１－１ モチリンによる消化管の蠕動運動 
 
 
 
H Phe Val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu
Gln Arg Met Gln OHGlnGlyLysAsnArgGluLysGlu  
 
図１－２ ブタ（ヒト） モチリンの構造 
 
 
１－３：蠕動運動とモチリン 
 
蠕動運動は、伝播性強収縮運動または空腹期強収縮運動 (Interdigestion 
Migrating Contraction: IMC)とも呼ばれ、空腹期に周期的に上部消化管から下部消
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化管へ向かって、内容物を運搬するかのように伝播しながら起きる収縮運動で、
約１００分間隔で観察される（図１－１)。また、食餌摂取後は、この蠕動運動
は消失し、消化管全域に渡って継続的な弱い収縮運動に変化する。1 イヌでの観
察により、この IMCの発現する周期と、モチリンの血中濃度の推移が同期して
いたことから、モチリンと IMC との関係が示唆された。1 一方で、外因性に投
与されたモチリンによって IMC様の伝播性収縮が引き起こされたこと、モチリ
ン抗血清を投与することにより IMCが消失したことなどから、モチリンが IMC
の発現に主要な役割を果たしていると考えられていた。1 
 
１－４：モチリンの作用メカニズム 
 
モチリンは、ヒト、ウサギ、ネコの胃や十二指腸組織の平滑筋を用量依存
的に収縮した。また、単離平滑筋でもモチリンは用量依存的に収縮活性を示し
たことから、モチリンの収縮活性は、ニューロンを介したものではなく、平滑
筋への直接作用であると考えられた。1 近年、ヒトモチリンレセプターの遺伝子
がクローニングされ、その配列からモチリンレセプターは G タンパク結合型膜
タンパクであることが示唆された。11 また、細胞内においては、イノシトール
リン脂質を介しての細胞内カルシウム貯蔵系からの Ca2+の放出もしくは細胞外
からの Ca2+の流入を経て、収縮活性を示しているものと考えられている。12,13 こ
れらのメカニズムは、本研究以降、我々が本研究により見い出した初のモチリ
ンアンタゴニスト GM-10914を使用した実験により、確認されている。15,16 
 
１－５：モチリンと疾病 
 
モチリンは、多くの動物種で消化管の蠕動運動を促進することが報告され
ており、2 胃腸系疾患への応用が期待されたが、モチリンの引き起こす周期的な
収縮運動が約１００分間隔と長く、通常の臨床観察にて疾病との関係を示すの
は困難であった。また、モチリンは２２アミノ酸を持つペプチドホルモンであ
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り、血中安定性は低く、そのまま投与することは困難であり、血中濃度推移を
観察する程度しか行うことはできなかった。近年、後で述べるようにモチリン
アゴニストとしての作用が発見されたエリスロマイシンなどを用いて、ヒトに
おいても、腹部膨満感、悪心、吐き気、摂食障害等の胃腸疾患に関与すること
が示唆され、特に糖尿病患者でおきる胃腸の排出能低下が、エリスロマイシン
の投与により、劇的に改善したことが報告されている。1 糖尿病患者での胃腸運
動不全は、全糖尿病患者のうちの３０％で見られるともいわれており、1 モチリ
ンアゴニストが、この胃腸運動不全の治療に役立つことが期待された。 
しかしながら、我々の研究以前、その活性発現のメカニズムは充分に解明
されてはいなかった。そのため、胃腸疾患の新たな治療薬、治療法への応用は、
検討はされているものの、実用化には至っていなかった。前述のような消化器
疾患への関与を明らかにし、モチリンの作用メカニズムを解明することによっ
て、新たな治療薬、治療法の開発に役立てることが期待されていた。 
 
１－６：モチリンの構造活性相関研究の状況 
 
前節で述べたモチリンの作用メカニズムを解明するには、モチリンの構造
活性相関、つまり、モチリンの各部分がどの程度活性発現に寄与しているか、
そして、どのようにモチリンレセプターと相互作用しているのかを知る事が重
要であった。 
このため、モチリンの構造活性相関を明らかにすることを目的に、これま
でも数多くのモチリン部分ペプチドが合成され、モチリンレセプターへの結合
および消化管平滑筋での収縮活性が検討された。モチリン(1-15)部分ペプチドは、
ウサギ平滑筋を用いた収縮実験で全長モチリンの半分の活性を保持した。一方
で、N端側を欠損したモチリン(9-22)部分ペプチド、モチリン(14-22)部分ペプチ
ドは、いずれも全く活性を示さなかった事が報告されていた。17-20 
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図１－３：モチリンアナログペプチド 
 
 
これらの事から、モチリンの活性発現には、主に N 端側が重要である事が
示唆されていたが、モチリンの作用メカニズムを解明するためには、より詳細
な構造活性相関の解明が待たれていた。Galdes らは、１３位のメチオニンをロ
イシンに置換した[Leu13]モチリンを用いて構造活性相関研究を行ったが、21 未修
飾のブタ（ヒト）モチリンそのものでの構造活性相関は、解明されていなかっ
た。 
以上のように、モチリンの構造活性相関研究は、報告例は有るものの、モ
チリンの作用発現メカニズムを解明するのには不十分であり、消化器疾患の新
たな治療法、治療薬開発につなげるためには、ヒトモチリンでのさらに詳細な
構造活性相関の解明が期待されていた。 
 
 
１－７：モチリンアゴニスト、モチリンアンタゴニスト開発研究の現状 
 
モチリンは、前述のような消化器疾患に関与している事が示唆され、その
消化管運動作用により、消化器疾患の治療薬への応用が検討されたが、22 アミ
ノ酸からなるペプチドホルモンは、血中での安定性が低く、投与経路も限られ
るなど、医薬品として開発するのは困難であった。そこで、モチリンをより低
分子化したモチリンアゴニストが見い出されれば、医薬品として応用できる可
能性を高めると共に、活性を発現するのに必要なモチリンレセプターとの相互
作用を、低分子量からより直接的に示す事ができ、モチリンの作用発現メカニ
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ズム解明に役立つものとして、期待されていた。しかし、モチリンアゴニスト
は、モチリンの一部のアミノ酸を置換したモチリンアナログが報告されている
ものの、22 モチリンからより低分子のモチリンアゴニストを得る試みの報告は
なされていなかった。興味深いことに、マクロライド系抗生物質であるエリス
ロマイシンの副作用としてモチリン様の消化管運動作用が見つかり、モチリン
レセプターへの結合実験にてヨードラベル化したモチリンと競合した 23 ことか
ら、モチリンアゴニストであることが示唆された。その後、抗菌活性を低下さ
せ消化管収縮作用を増強したたエリスロマイシン誘導体が合成され、健常女性
にてモチリン様の胃腸伝播性の収縮作用が確認された。24 これらのエリスロマ
イシン誘導体（モチリン様作用を示すマクロライドであることから、モチライ
ドと呼ばれる）は、我々の研究以降、我々の見い出した初のモチリンアンタゴ
ニスト GM-10914にて平滑筋への作用を阻害されたことにより、モチリンレセプ
ターを介して平滑筋収縮作用を示すモチリンアゴニストであることが確認され
た。25モチライドは、モチリンアゴニストとしての臨床応用が検討 26-28 される
とともに、モチリンとの重ね合わせによる構造の比較研究も報告されている 29 
一方で、一部で長期投与をすると活性が弱くなる耐性を示す可能性が示唆され
ていたことなどから、内因性のホルモンであるモチリン由来のアゴニストの発
見が待たれていた。 
 
 6
OO
O
HO
HO
O
O
O
O
OH
O
HO N
OH
Erythromycin A
O
O
HO
HO
O
O
O
O
OH
O
HO NO
O
O
O
O
O
O
O
OH
O
HO N
EM-523
O
GM-611
O
 
 
図１－４：モチリンアゴニスト（エリスロマイシン誘導体） 
 
 
一方で、モチリンアンタゴニストは、モチリンによる作用を阻害すること
により、モチリンの関与が示唆される疾病との関係を明らかにする事ができる
ツールとして重要であるばかりではなく、モチリンレセプターと結合しながら
も活性を発現しない事から、活性発現に必要な相互作用を明確にするものとし
て期待されていた。 
最初に見い出されたモチリンアンタゴニストは、モチリン(1-14)部分ペプチ
ドの誘導体、(1-14) Phe3, Leu13 porcine motilinであった。30 続いて、モチリンと
同じ 22 アミノ酸をもつモチリンアナログ(図１－５）の,より強力なアンタゴニ
ストが報告されたが、31 いずれも高濃度での平滑筋収縮活性を保持しており、
また代謝による分解が早く、動物実験での使用に耐えるものではなかった。こ
れらのことから、高濃度でも収縮活性を示さず、かつ動物実験（in vivo)でも使
用可能なモチリンアンタゴニストの発見が待たれていた。 
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図１－５：モチリンアナログアンタゴニスト 
 
 
近年、モチリンのファーマコフォアーモデルを利用して、コンピューター
を用いた立体構造の重ね合わせスクリーニング（In silicoスクリーニング）の結
果から見い出された化合物が、モチリンによる平滑筋収縮を阻害することが報
告されたが、動物実験での結果は報告されていない。32 
以上のように、モチリンアゴニスト、アンタゴニストは、全 22アミノ酸を
持つペプチドアナログとして見い出されているものの、治療薬として応用する
ため、もしくはモチリンレセプターとの相互作用を明確にし、モチリンの作用
メカニズムを明らかにするためにも、より低分子のモチリンの構造に由来した、
モチリンアゴニスト、アンタゴニストの開発が待たれていた。 
 
１－８：活性測定試験の方法 
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この論文で示したすべての化合物は、以下の方法に従いモチリンレセプター
への結合試験（IC50)ならびに小腸平滑筋収縮活性試験（EC50)を行った。尚、実験
で用いたウサギ由来のレセプターおよび小腸平滑筋は、いずれもブタ（ヒト）モ
チリンと結合および収縮活性を示すことが知られている。６ 
 
受容体結合試験 (IC50) 
ウサギ小腸を摘出後、ホモジナイズし、得られた混合物を遠心濃縮後、受容
体を含むタンパク画分として得た。得られた受容体画分に検体を加え、ヨードラ
ベル化したモチリンとともにインキュベートした。洗浄により結合していない成
分を分離したのち、タンパク画分に残留した放射活性を測定した。添加する検体
の濃度を変化させることにより、放射活性を完全に結合した時の５０％に減弱す
る検体濃度を、５０％阻害濃度(IC50)と示した。 
 
小腸平滑筋収縮活性試験（EC50) 
ウサギの上部消化管を摘出後、平滑筋ストリップを 10mm長、3mm幅で切り
出す。検体を処理することによっておこる収縮は、アイソトニックトランスデュ
ーサーで測定する。収縮活性は、用いた平滑筋において100uM Achによっておき
る収縮を全収縮として百分率で示し、５０％収縮を示す検体濃度を５０％活性濃
度(EC50)として示した。 
 
１－９：本研究の概略と目的 
 
前に述べたように、モチリンは数多くの消化器疾患に関与することが示唆
されながら、その活性発現メカニズムの解明は、十分に進んでいるとは言えな
い。その要因には、22アミノ酸を持つモチリンアナログ以外の、より低分子か
つモチリンリセプターに明確に結合するモチリン由来のモチリンアゴニスト、
アンタゴニストが見い出されていないことがあると考えられていた。我々は、
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本研究にて、ブタ（ヒト）モチリンの構造活性相関研究を行い、その結果に基
づき、モチリン由来の低分子モチリンアゴニスト、アンタゴニストの設計、合
成研究を行った。本研究の概略を図１－６に示す。第二章では、モチリンの構
造活性相関研究を行い、モチリンの活性発現にはモチリンの 1位のフェニルア
ラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンにおけるモチリンとモチリン
リセプターの相互作用が重要であることを明らかにした。続いて第三章では、
これらの３つのアミノ酸を含むモチリン(1-7)部分ペプチドから、環状構造とす
ることにより、環状ヘプタペプチドのモチリンアンタゴニスト(27)をデザインし、
合成した。第四章では、モチリンの活性発現に重要であったフェニルアラニン、
イソロイシン、タイロシンを含むテトラペプチド（30）を設計し、さらに平滑
筋収縮活性を高めるための構造変換を行って、テトラペプチドでのモチリンフ
ルアゴニスト（36）を得ることができた。第五章では、同様にモチリンの活性
発現に重要であったフェニルアラニン、イソロイシン、タイロシンを含むテト
ラペプチド（30）から、第三章で示した環状化によってアンタゴニスト活性を
高めるコンセプトにより、初の In vivoの動物実験にも使用可能なモチリンアン
タゴニスト GM-109を創製することに成功した。 
以上、本研究にて著者が行った、モチリンからのテトラペプチドでのモチ
リンアゴニスト、アンタゴニストの創製に至る概略を述べた。これまでに述べ
たように、本研究の目的は、モチリンの構造活性相関を明らかにし、それを利
用して低分子量のモチリンアゴニスト、アンタゴニストを開発することにある。 
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図１－６：本研究の概略 
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第二章 モチリンの構造活性相関研究33 
 
 
２－１：緒言 
 
前章では、これまでに行われたモチリンの構造活性相関研究について述べ、
合成されたモチリンの部分ペプチドの活性から、活性発現に必要な部分が、モ
チリンの N 端側に存在する可能性を示唆した。本章では、この事実に基づき、
モチリンの構造活性相関構築に向けた作業仮説と、仮説に基づいた部分ペプチ
ドの設計および合成について述べ、引き続いてモチリンレセプターへの結合活
性および小腸平滑筋収縮作用の結果ならびに構造活性相関に言及し、これに基
づいたモチリンとモチリンレセプターの認識様式について、モデルを作成し、
考察を述べる。 
 
 
２－２：モチリンの構造活性相関構築に向けた作業仮説と、部分ペプチド設計 
 
前章で述べたように、それまでのモチリンに関する構造活性相関研究から、
活性発現にはモチリンの N 端部分が重要であることが明らかとなっていた。そ
こで我々は、 N端部分、C端部分をそれぞれ削除したモチリン部分ペプチド合
成し、これまでのモチリンの構造活性相関の結果を確認した後、充分に活性を
保持していると考えられるモチリンの N 端部分を含む部分ペプチドを用いて、
１アミノ酸ずつアラニンに置換した N 端部分ペプチドを合成し、活性を測定す
れば、活性を示すのに必要な部分を１アミノ酸ごとに明らかにできると考えた。
このアラニンに置換することにより各アミノ酸の側鎖の生理活性への寄与を検
証する方法は、Ala scanと呼ばれ、当初 Vasoactive Intestinal Peptide (VIP)の構造
活性相関を明らかにするのに利用され、34 その後、エンドセリン 35 やプロテイ
ンキナーゼCの基質 36 などの構造活性相関研究に広く応用されている。このAla 
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scan の概念図を、図２－１に示した。ペプチド性のリガンドが、レセプターな
どのタンパクと相互作用する時、ペプチド性リガンドを構成する各アミノ酸の
側鎖は、それぞれの相互作用様式、強さをもって、レセプターとの結合、シグ
ナリングに寄与している可能性がある。この各アミノ酸をアラニンに置換した
場合、各側鎖がメチル基に変わることによって、本来のアミノ酸の側鎖が行っ
ていたレセプターとの相互作用が消失もしくは大きく変化する。このときおき
た相互作用の変化が、リガンドとレセプターとの結合活性、もしくはアゴニス
ト活性を大きく低下させた場合、本来のアミノ酸側鎖のもつ相互作用が、それ
ぞれの活性に強く寄与していると考えられる。この考えに基づき、表２－１に
示すペプチドの合成を行った。 
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図２－１：Ala scanの概念図 
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表２－１：モチリン及び部分ペプチドの構造 
no. Abbreviated names Primary structures 
- pMTL FVPIFTYGELQRMQEKERNKGQ 
1 pMTL(1—16)-NH2 FVPIFTYGELQRMQEK-NH2 
2 pMTL(1—14)-NH2 FVPIFTYGELQRMQ-NH2 
3 pMTL(1—12)-NH2 FVPIFTYGELQR-NH2 
4 pMTL(1—10)-NH2 FVPIFTYGEL-NH2 
5  pMTL(1—8)-NH2 FVPIFTYG-NH2 
6 pMTL(2—12)-NH2 VPIFTYGELQR-NH2 
7 pMTL(3—12)-NH2 PIFTYGELQR-NH2 
8 pMTL(4—12)-NH2 IFTYGELQR-NH2 
9 pMTL(5—12)-NH2 FTYGELQR-NH2 
10 pMTL(6—12)-NH2 TYGELQR-NH2 
11 pMTL(6—22) TYGELQRMQEKERNKGQ 
12 pMTL(2—10)-NH2 VPIFTYGEL-NH2 
13 [D-Phe1]pMTL(1—10)-NH2 dF-VPIFTYGEL-NH2 
14 Ala-pMTL(1—10)-NH2 A-FVPIFTYGEL-NH2 
15 [Ala1]pMTL(1—12)-NH2 AVPIFTYGELQR-NH2 
16 [Ala2]pMTL(1—12)-NH2 FAPIFTYGELQR-NH2 
17 [Ala3]pMTL(1—12)-NH2 FVAIFTYGELQR-NH2 
18 [Ala4]pMTL(1—12)-NH2 FVPAFTYGELQR-NH2 
19 [Ala5]pMTL(1—12)-NH2 FVPIATYGELQR-NH2 
20 [Ala6]pMTL(1—12)-NH2 FVPIFAYGELQR-NH2 
21 [Ala7]pMTL(1—12)-NH2 FVPIFTAGELQR-NH2 
22 [Ala8]pMTL(1—12)-NH2 FVPIFTYAELQR-NH2 
23 [Ala9]pMTL(1—12)-NH2 FVPIFTYGALQR-NH2 
24 [Ala10]pMTL(1—12)-NH2 FVPIFTYGEAQR-NH2 
 
 
 
２－３：モチリン部分ペプチドの合成 
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 一般に、ペプチドの合成は、液相法もしくは固相法のいずれかで行われる。
液相法は、通常の有機化学反応と同様にバッチ処理によって反応を進めてゆく
方法である。したがって、各中間体で分離精製作業を行うため、最終化合物の
純度を確保しやすく、また大量スケールでの合成にも対応可能な方法である。
一方で、最終化合物を得るまでの行程数が多くなることから、合成に時間がか
かり、多種類の化合物を同時期に合成するのは困難となる。 固相ペプチド合成
法は, Merrifield37により考案された手法で、樹脂担体上に段階的に保護アミノ酸
の縮合と脱保護をくり返し、ペプチド鎖を伸長する（固相合成サイクル：図２
－２）。この樹脂を用いた合成法は、近年コンビナトリアルケミストリーとし
てペプチドのみならず一般の有機化合物合成にも応用されている。この方法で
は、精製作業は最終段階だけとなるため、精製能力が高い HPLC 分取精製など
が必要となり、また HPLC分取が可能な少量スケール合成に限られる。一方で、
精製作業が少なく短時間で最終物を得ることができる。本研究においては、多
種類の化合物を、短期間で合成が可能であることから、すべての化合物を固相
法を用いて合成することとした。第二章で合成したモチリン部分ペプチドは、
Fmoc (Nα-9-フルオレニルメチルオキシカルボニル）基 38を Nαアミノ保護基に用
いた固相合成法 39,40 により、MBHA (p-メチルベンズヒドリルアミン）樹脂 41を
用いて合成した。全長ペプチドを樹脂上で合成後、樹脂上より切り出して精製
を行うことにより、通常の液相中での合成に比べ、容易に、短時間でペプチド
化合物の合成を行うことができた。 
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図２－２：固相合成サイクル 
 
 
我々は、塩基条件下で脱保護が可能な Nα-Fmoc基を、20%ピペリジン-DMF
溶液にて脱保護し、順次 Fmocアミノ酸を縮合した。縮合反応は、スレオニンで
は DHBT（3,4-ジヒドロ-3-ヒドロキシ-4-オキソ-1,2,3-ベンゾトリアゾール）との
活性エステル、その他のアミノ酸では、HOBT（N-ヒドロキシベンゾトリアゾー
ル）存在下で PFP（ペンタフルオロフェノール）との活性エステルを用いて行っ
た。縮合反応の終結は、樹脂を少量取り出し、ニンヒドリン反応（カイザーテ
スト）42 にて確認した。樹脂上に合成された保護ペプチドは、トリフルオロ酢
酸、トリメチルシリルトリフラート、m-クレゾール、チオアニソール混合液
（100:20:5.23:1.7;v/v)中で氷冷下または室温で１～２時間処理し、樹脂からの切
り出しおよび側鎖の脱保護を同時に行った。 
 16
得られた粗ペプチドは、逆相分取高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を
用いて精製し、逆相分析 HPLC、アミノ酸分析、高分解能質量分析を用いて、純
度、構造の確認を行った。 
 
 
２－４：N 端および C 端を欠損したペプチドのレセプターへの結合および小腸
平滑筋収縮活性および考察 
 
前節で合成した部分ペプチドは、in vitroにおいて、モチリンレセプターへ
の結合および小腸平滑筋収縮活性試験を行った。その結果を表２－２に示す。 
 
(1-16)部分ペプチド（1） (EC50:37.8nM)および(1-14)部分ペプチド（2）
(EC50:41.1nM)は、全長モチリンよりは若干弱いものの、強い平滑筋収縮活性を
示した。さらに短い(1-12)部分ペプチド（3）は、活性が低下したものの、69nM
の EC50を示した。(1-10)部分ペプチド（4）は、レセプターへの結合試験で 13nM
の IC50を示したものの、平滑筋収縮活性は弱いものだった (EC50:413nM) 。(1-8)
部分ペプチド（5）は、レセプターへの結合試験(IC50:4080nM)および平滑筋収縮
活性(EC50:62100nM)共に弱いものだった 。 
一方で、N端側を欠損したすべての部分ペプチド 6-12は、レセプターへの
結合試験および平滑筋収縮試験共に全く活性を示さなかった。これらの結果か
ら、我々は、モチリンの活性発現には、N 端側の１－１０残基が重要であり、
また１６残基目以降は必要無いものと考えた。 
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表２－２：モチリン部分ペプチドの消化管平滑筋収縮活性とモチリンレセプターへの結合活性 
no.  Abbreviated names Contractile activity (EC50: nM)a Binding activity (IC50: nM)b 
- pMTL  5.0 ± 2.2 (3) 1.0
1   
  
  
   
 
   
   
   
   
  
   
   
  
   
   
  
   
   
   
   
   
   
   
pMTL(1—16)-NH2  37.8 ± 1.4 (3) 17
2 pMTL(1—14)-NH2  41.1 ± 10.1 (3) 5.9
3 pMTL(1—12)-NH2  69.0 ± 39.8 (3) 2.1
4 pMTL(1—10)-NH2  413 ± 79.2 (4) 13
 5  
 
pMTL(1—8)-NH2  62,100 ± 15,000 (6) 4,080 ±  1,400c 
 6 pMTL(2—12)-NH2  >100,000 3,500
7 pMTL(3—12)-NH2  >100,000 3,200
8 pMTL(4—12)-NH2  >100,000 17,000
9 pMTL(5—12)-NH2  >100,000 >100,000
10 pMTL(6—12)-NH2  >100,000 >1000,000
11 pMTL(6—22)  >100,000 >1000,000
12 pMTL(2—10)-NH2  >100,000 >100,000
13 [D-Phe1]pMTL(1—10)-NH2
 
 4,050 ± 541 (3) 570
14 Ala-pMTL(1—10)-NH2  426 ± 46.7 (4) 36
15 [Ala1]pMTL(1—12)-NH2  54,800 ± 31,500 (6) 170
16 [Ala2]pMTL(1—12)-NH2  4,780 ± 1,200 (4) 29
17 [Ala3]pMTL(1—12)-NH2  26.0 ± 6.8 (7) 0.38
18 [Ala4]pMTL(1—12)-NH2  49,400 ± 514,200 (4) 1,200
19 [Ala5]pMTL(1—12)-NH2  2,470 ± 1,575 (4) 48
20 [Ala6]pMTL(1—12)-NH2  2,380 ± 566 (6) 160
21 [Ala7]pMTL(1—12)-NH2  11,300 ± 5,780 (6) 360
22 [Ala8]pMTL(1—12)-NH2  557 ± 308 (4) 16
23 [Ala9]pMTL(1—12)-NH2  1,170 ± 1,000 (5) 130
24 [Ala10]pMTL(1—12)-NH2  244 ± 96.2 (4) 10
a) Contractile activity data are presented as the mean ± SD with the number of repetitions from independent assays (n) listed in parentheses. b) Binding activity data 
are presented from one or two determination(s), unless otherwise noted. c) mean ± SD, n=4 determinations. 
２－５：N 端を延長した部分ペプチドのレセプターへの結合および小腸平滑筋
収縮活性および考察 
 
興味深い事に、通常の N 端の先にさらにアラニンを結合した部分ペプチド
14 は、平滑筋収縮活性(EC50:426nM)を保持していた。このことから、我々は、
モチリンとモチリンレセプターの間には、N 端の先の部分に空間が存在してい
ると考えた。 
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図２－３：ペプチド N端で見られる静電的相互作用（上）とモチリン N端
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に存在する空間（下） 
 
また、N端に存在しているアミノ基は一般に生理学的 pHにおいて陽電荷を
帯びており、しばしばペプチドとレセプターとの相互作用に寄与している。43
このことから、モチリンの N 端のアミノ基もモチリンの活性発現時になんらか
の役割を果たしていると考えていた。しかしながら、前述のように、N 端のア
ミノ基をアシル化した 14が、レセプターへの結合活性および平滑筋収縮活性を
保持していたことから、N 端のアミノ基は活性に重要ではないものと考えてい
る。 
 
 
 
２－６：各アミノ酸を Ala置換した(1-12)部分ペプチドのレセプターへの結合お
よび小腸平滑筋収縮活性および考察 
 
続いて、これまでの結果から、高いレセプターへの結合活性および平滑筋
収縮活性を保持している(1-12)部分ペプチド 3を用いて、１アミノ酸づつアラニ
ンに置換し、各アミノ酸ごとに、レセプターへの結合活性および平滑筋収縮活
性への寄与を検証した。結果を図２－４に棒グラフを使って示した。 
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 Porcine Motilin
3 (Motilin (1-12))
15 (Phe1→Ala)
17 (Pro3→Ala)
16 (Val2→A a)
19 (Phe5 Ala)
18 (Ile4→Ala)
20 (Thr6 Ala)
21 (Tyr7 Ala)
22 (Gly6 Ala)
23 (Glu9 Ala)
Contractile Activity (pEC50b)Binding Activity (pIC50a)
8 6 4 7 5 3
24 (Leu10 Ala)
 
 
 
図２－４： Ala 置換ペプチドのモチリンレセプター結合活性と消化管平滑
筋収縮活性 a) pIC50 means －log (IC50). b) pEC50 means －log (EC50). 
 
 
 
その結果、１位のフェニルアラニン（15）、４位のイソロイシン（18）、
７位のタイロシン（21）をアラニンに置換した部分ペプチドは大きく活性が低
下したが、８位のグリシン（22）、１０位のロイシン（24）を置換した部分ペ
プチドでは、活性はあまり低下しなかった。このことから、活性発現に重要な
のは１位のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンであり、
一方で、８位のグリシンと１０位のロイシンは活性発現にほとんど寄与してい
ないと考えた。２位のバリン（16）、５位のフェニルアラニン（19）、６位の
スレオニン（20）、９位のグルタミン酸（23）をアラニンに置換した部分ペプ
 21
チドは、大きくレセプターへの結合活性が低下したが平滑筋収縮活性は 15、18、
21 より高かった。これらのことから、１位のフェニルアラニン、４位のイソロ
イシン、７位のタイロシンはレセプターへの結合活性および平滑筋収縮活性の
の両方に重要であるのに対し、２位のバリン、５位のフェニルアラニン、６位
のスレオニン、９位のグルタミン酸は主にレセプターへの結合に寄与している
ものと考えた。 
興味深いことに、３位のプロリンをアラニンに置換した部分ペプチド（17）
は、置換していない部分ペプチド（3）にくらべ、レセプターへの結合活性およ
び平滑筋収縮活性ともに高い活性を示した。特にレセプターへの結合活性は、
モチリンそのものよりも高いものだった。この結果から著者は、プロリンの持
つ自由度の少ない立体構造が、モチリンリセプターともっともよく結合する立
体配座と一致していないと考えた。1H-NMR により液相中でのモチリンの立体
構造を測定した研究では、２位バリンと３位プロリンとの結合は、強い NOEが
観測されトランス配置になっているものと報告している。7 著者は、このトラン
ス配置が最も活性が高まる立体配座とは一致せず、立体的自由度の高いアラニ
ンに置換する事によって、モチリン部分ペプチドの立体配座がより高活性を示
すものに変化したものと考えた（図２－５）。 
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図２－５：モチリン２－３位の立体配座 
 
 
 
ここまで述べたように、我々はモチリンの活性発現には１位のフェニルア
ラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンが重要であることを明らかに
した。これらの結果は、１３位のメチオニンをロイシンに置換したモチリンで
行われた構造活性相関研究の結果 21 と、ほぼ同じであった。したがって、モチ
リン１３位のメチオニンは、ロイシンと同様の脂溶性アミノ酸として機能して
おり、また活性発現には寄与していないと考えた。 
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 ２－７：モチリンとモチリンリセプターの相互作用モデルの構築 
 
我々がこの研究から得た結果に基づいて、モチリンとモチリンリセプター
の相互作用モデルを構築した。モデルの模式図を図２－６に示す。このモデル
において、モチリンとモチリンリセプターは、１位のフェニルアラニン、４位
のイソロイシン、７位のタイロシンのレセプターとの強い相互作用により結合
している。１位のフェニルアラニンと４位のイソロイシンは、これらが疎水性
アミノ酸であることから、疎水的相互作用をしていると考えた。７位のタイロ
シンについては、静電的相互作用と疎水的相互作用の両方の可能性が有ると考
えている。加えて、N 端の先に存在する空間は、相互作用に寄与する可能性が
あるが、N端の静電的な相互作用は相互作用には寄与していない。 
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図２－６：モチリンとモチリンレセプターの相互作用モデル 
 
２－８：結論 
 
著者は、モチリン部分ペプチドを用いてモチリンの構造活性相関を明らか
にした。この結果から、１位のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位
のタイロシンがモチリンとモチリンリセプターの相互作用に重要であることを
明らかにした。この３つの相互作用を利用することによって、モチリンレセプ
ターに結合する化合物をデザインすることが可能であると考えている。 
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第三章 モチリン(1-7)部分ペプチドからの環状モチリンアンタゴニストの分子
設計と合成研究 44 
 
 
３－１：緒言 
 
前章では、モチリン部分ペプチドを用いた構造活性相関から、１位のフェ
ニルアラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンが活性発現に重要であ
ることを明らかにした。33 本章では、この３つのアミノ酸を含んだモチリン(1-7)
部分ペプチドからアンタゴニスト設計に向けた作業仮説と、仮説に基づいた環
状ペプチドの設計およびそれらの合成について述べ、引き続いてモチリンレセ
プターへの結合活性および小腸平滑筋収縮作用の結果ならびに構造活性相関に
言及し、仮説の検証を含みながら、考察を述べる。 
 
 
３－２：モチリン(1-7)部分ペプチドからのアンタゴニスト設計に向けた作業仮
説と化合物設計 
 
我々は、前章にてモチリン部分ペプチドを用いた構造活性相関から、１位
のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンが活性発現に重
要であることを明らかにした。33 この結果から、これらのアミノ酸を全て含む
モチリン(1-7)部分ペプチドは、モチリンアゴニストになると考えた（図３－１）。
加えて、ブタ（ヒト）モチリンと、本研究で我々が活性試験に用いているウサ
ギのモチリンの構造は、１－７位では完全に保存されており、動物種差による
活性の違いを考慮する必要がないものと考えられた。 
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H Phe Val Pro Ile Phe Thr Tyr Gly Glu Leu
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図３－１：モチリン(1-7)部分ペプチドのデザイン 
 
 
しかしながら、合成したモチリン(1-7)部分ペプチドはモチリンレセプター
に結合(IC50:4µM) したものの、小腸平滑筋での収縮活性は低い(EC50:135µM)も
のであった。この原因として、（１）このペプチドがアゴニスト活性を持つも
のの、ウサギ摘出小腸平滑筋アッセイ中で、代謝的に不活性体に変換されてい
る、（２）このペプチドがアンタゴニストの活性をもっている、のいずれかで
あると考えた。しかしながら、このアッセイでこれまでモチリン誘導体の代謝
的分解は見られていなかった。このことから、我々はモチリン(1-7)部分ペプチ
ドがアンタゴニスト活性をもっていると考えた。 
一方で、数々のペプチドで、環状構造に変換しフレキシビリティーを低く
することで、アンタゴニスト活性が強くなる事が報告されていた。T細胞の活性
化に関与する表面タンパクである CD4の部分ペプチドを環化した CD-4 Derived 
Peptide Antagonistは、直鎖のペプチドよりアンタゴニスト活性を向上すると共に
血中での安定性を増加した。45また、内分泌系のモジュレーターおよび神経系ト
ランスミッターの作用をもつソマトスタチンでも、ペプチドを環化することに
より、強いアンタゴニストとなることが報告されている （図３－２）。46,47 一
般に、リガンドとレセプターとの結合は、疎水的、静電的、水素結合など、す
べての相互作用を利用して行っていると考えられる。そこで、環化によりリガ
ンドをレセプターと結合するコンホメーションに固定することができれば、リ
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ガンドは容易にレセプターと結合できることから、結合活性は向上すると考え
られた。一方で、アゴニスト活性を示すシグナリングには、リガンドとレセプ
ターの間の多くの相互作用の内、特定の作用による刺激が必要になると考えら
れた。そこで、リガンドの環化により構造が固定化されると、側鎖などの自由
度が低下し、その結果、全体のコンホメーションは固定化され結合活性は向上
するものの、シグナリングに必要な特定の相互作用を持たない立体構造をとり
うると考えた。 
 
Phe Leu
CD-4 Derived Peptide Antagonist
Somatostatin Antagonist
GluTyr
Lys Asn
Somatostatin Antagonist
PalD-Cys D-Trp Lys Val Cys Nal NH2
Ac 4-No2-PheCysThr D-Trp Lys Thr Cys D-Thr NH2
 
 
図３－２：環状構造を持ったアンタゴニスト 
 
 
そこで我々は、「モチリン(1-7)部分ペプチドを環状構造とすることで、ア
ンタゴニスト活性を向上できる。」との仮説をたてた。この仮説を検証するた
め、環状ペプチドの化合物設計を行った。 
モチリンの NMRによる立体構造解析の結果 7-10から、１から６位アミノ酸
部分は大きなターン構造をとっていることが報告されていた。その構造に於い
ては、３位のプロリンと７位のタイロシンが近い距離に存在していた。また、
第二章で述べたように、我々は３位のプロリンは、モチリンの活性発現には寄
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与していない部分であることを明らかにしていた。33 これらの事から、３位の
アミノ酸と７位のタイロシンを結合すれば、モチリンのもつ立体構造を保持し
ながら、環状構造に変換することができると考えた。 
この考えに基づき、３位をジアミノプロピオン酸、ジアミノ酪酸に置換し、
７位のタイロシンと結合した環状化合物を設計し、合成した（図３－３）。 
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図３－３：モチリン(1-7)部分ペプチドからの環状アンタゴニストのデザイン 
 
 
 
３－３：モチリン(1-7)環状ペプチドの合成 
 
モチリン(1-7)環状ペプチドは、Boc (Nα-t-ブチルオキシカルボニル）基を N
αアミノ保護基に用いた固相合成法 39,40により、PAM (4-ヒドロキシメチルフェ
ニルアセタミドメチル）樹脂を用いて合成した（図３－４）。 Nα-Boc 基は、
33-50%トリフルオロ酢酸 (TFA)-ジクロルメタン溶液にて脱保護し、順次 Bocア
ミノ酸を縮合した。縮合反応は、１当量の Boc アミノ酸に対して 0.5 当量のジ
シクロヘキシルカルボジイミド (DCC) を用いて生成した対称酸無水物を用い
て行った。縮合反応の終結は、樹脂を少量取り出し、ニンヒドリン反応（カイ
ザーテスト）42にて確認した。樹脂上に合成された保護ペプチドは、ジメチルホ
ルムアミド中にてヒドラジンで処理することにより、側鎖の Fmoc基の脱保護と
同時に、ペプチドヒドラジドとして樹脂からの切り出しを行った。切り出され
たペプチドヒドラジドは、アジド法にて側鎖のアミノ基とのアミド化を行い、
分子内環化を行った後、トリフルオロ酢酸、トリメチルシリルトリフラート、
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m- ク レ ゾ ー ル 、 チ オ ア ニ ソ ー ル 、 エ タ ン ジ チ オ ー ル 混 合 液
（100:31.6:8.57:19.2:3.28;v/v)中で氷冷下で 0.5～1時間処理し、側鎖の最終脱保護
を行った。得られた粗環状ペプチドは、逆相分取高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）を用いて精製し、逆相分析 HPLC、アミノ酸分析、高分解能質量分析
を用いて、純度、構造の確認を行った（表３－１）。 
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図：３－４：モチリン(1-7)環状ペプチドの合成 
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 表３－１：モチリン(1-7)環状ペプチドの構造 
No
. 
Structures HPLC tR (min), 
(purity, %)a) 
FAB-MS (MH+), 
(calcd.) 
 pMTL (1—7) -NH2 15.54 (99) 885.4865 
(885.4874) 
 
 
25 
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N
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17.72 (95) 
 
 
857.4565 
(857.4561) 
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16.46 (97) 
 
 
857.4579 
(857.4561) 
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17.03 (95) 
 
 
857.4553 
(857.4561) 
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16.74 (98) 
 
 
857.4567 
(857.4561) 
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H
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H2 
C
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NH
H
 
 
 
16.89 (99) 
 
 
871.4718 
(871.4717) 
a)100:0 to 30:70 (0.1% aqueous TFA:0.1% TFA in acetonitrile) over 25 min, 1.0 
mL/min 
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３－４：モチリン(1-7)環状ペプチドのモチリンレセプターへの結合および小腸
平滑筋収縮活性、および考察 
 
得られたモチリン(1-7)環状ペプチド誘導体は、モチリンレセプターへの結
合および小腸平滑筋収縮活性試験を行った。その結果を表３－２に示す。 
 
 
表３－２：モチリン(1-7)環状ペプチドのモチリンレセプターへの結合活性 
および消化管平滑筋収縮活性 
No. Binding activitya) Contractile activity b) 
  IC50 (µM)  EC50 (µM) pA2c) 
pMTL (1—7) -NH2 4.0 135 ± 44 (n=6) - 
25 3.8 >300 - 
26 2.3 >300d) - 
27 3.9 >300 4.5 (n=1) 
28 7.3 >300 4.34 ± 0.22 (n=3) 
29 16 >300 4.04 ± 0.07 (n=3) 
a) Binding activity data are presented from one or two determination(s).  
b) Contractile activity data are presented as the mean (SD) with the number of repetitions from 
independent assays (n) listed in parentheses. 
c) pA2: the negative logarithm of molar concentration of antagonist causing a 2-fold shift to the right of 
the concentration-response curve for Motilin 
d) Weak agonistic activity was detected at 300 µM. 
 
 
１６員環構造を持つ環状ペプチド 25-28は、すべてモチリン(1-7)部分ペプチ
ドと同程度の活性で、モチリンレセプターに結合した。この結果から、３位を
ジアミノ酪酸に置換した環状ペプチドは、モチリン(1-7)部分ペプチドと同様に、
モチリンレセプターに結合することがわかった。ジアミノプロピオン酸を３位
にもつ１７員環環状ペプチド 29は、16µMの IC50でモチリンレセプターに結合
した。この活性は、１６員環をもつ他の環状ペプチドより低いものだった。こ
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のことから、環状ペプチドの環の大きさが、モチリンレセプターとのアフィニ
ティーに影響を与えることがわかった。 
ウサギ摘出小腸平滑筋での収縮実験では、26 を除くすべての環状ペプチド
が全く収縮活性を示さなかった。７位に Dータイロシンをもつ 26のみ、300µM
にて非常に弱い収縮活性を示した。このことから、我々は、７位のタイロシン
とモチリンレセプターとの相互作用が、平滑筋収縮活性に重要であると考えた。 
環状ペプチド 27, 28, 29は、いずれも収縮実験においてアンタゴニスト活性
を示した。アンタゴニスト活性(pA2)は、それぞれ 4.5(27), 4.34(28), 4.04(29)で、
また 300µMの高濃度でいずれも全く平滑筋収縮活性を示さなかった。モチリン
(1-7)部分ペプチドを環状構造とした環状ペプチド 27, 28, 29が、収縮活性を全く
示さないピュアモチリンアンタゴニストとなったことから、我々の仮説を検証
することができた。 
 
 
３－５：モチリンアゴニストとアンタゴニストの相互作用モデルの作成と考察 
 
モチリン(1-7)環状ペプチドでの平滑筋収縮活性ならびにアンタゴニスト活
性の結果から、モチリンアゴニストとアンタゴニストの相互作用モデルの作成
し、結合モードに違いを考察した。モデルを図３－５に示す。このモデルで、
我々は、モチリンアゴニストは、１位のフェニルアラニン、４位のイソロイシ
ン、７位のタイロシンの３点を利用してモチリンレセプターに結合しているの
に対し、モチリンアンタゴニストでは、レセプターとの結合は１位のフェニル
アラニン、４位のイソロイシンを利用して行っており、７位のタイロシンの相
互作用の存在の有無がアンタゴニスト活性に繋がっていると考えた。モチリン
アゴニストであるエリスロマイシン誘導体に関しても、モチリンとの重ね合わ
せによるモデリングの結果、マクロライド環上のエチル基が、モチリンの７位
タイロシンに相当していることが報告されている。29 このことから、エリスロ
マイシン誘導体も同様に１位のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位
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のタイロシンの結合サイトを利用して、モチリンレセプターに結合しているも
のと考えている（図３－５）。 
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図３－５：モチリンアゴニストおよびアンタゴニストのモチリンレセプタ
ーとの相互作用モデル 
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３－６：結論 
 
我々は、モチリン(1-7)部分ペプチドからモチリンアンタゴニストである環
状ペプチドを分子設計、合成し、仮説を検証することができた。これらの化合
物は高濃度でも全く収縮活性を示さない、初のピュアモチリンアンタゴニスト
となった。加えて、７位のタイロシンの相互作用の存在の有無がアンタゴニス
ト活性に繋がっていることを明らかにした。 
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第四章 テトラペプチドのよるモチリンアゴニストの分子設計と合成研究48 
 
 
４－１：緒言 
 
第二章にて、モチリン部分ペプチドを用いた構造活性相関から、１位のフ
ェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンがモチリンの活性発
現に重要であることを明らかにした。33 本章では、この結果に基づき、これら
のアミノ酸をを含むテトラペプチドでのアゴニスト設計に向けた作業仮説と、
仮説に基づいたテトラペプチドの分子設計およびそれらの合成について述べ、
引き続いてモチリンレセプターへの結合活性および小腸平滑筋収縮作用の結果
ならびに構造活性相関に言及し、仮説の検証を含みながら、考察を述べる。 
 
 
４－２：テトラペプチドでのモチリンアゴニスト設計に向けた作業仮説と、化
合物設計 
 
我々は、モチリンの構造活性相関研究から、モチリンの活性発現には、１
位のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンが重要である
33ことを、第二章で述べた。また、前章で述べたように、モチリンの NMRによ
る立体構造解析研究 7-10から、１から６位アミノ酸部分は大きなターン構造をと
っており、３位のプロリンと７位のタイロシンが近い距離に存在していること
が明らかとなっていた。このことから、我々は、モチリンレセプターの７位タ
イロシン結合サイトを、３位のアミノ酸からも占める事ができると考えた。加
えて３位のプロリンは、第二章で明らかにしたようにモチリンの活性発現に寄
与していない 47ため、構造変換をするのには適した部位であると考えた。これ
らの考えに基づき、「３位のプロリンをタイロシンに置換したテトラペプチド
は、アゴニスト活性をもつ」、との作業仮説をたてた。この仮説を検証するた
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め、我々は、テトラペプチド 30 (H-Phe-Val-Tyr-Ile-NH2)を合成し、活性を検討し
た（図４－１）。 
 
Pro IleValPheH
Phe
Thr
Tyr
Gly
Tyr IleValPheH N 2
テトラペプチド 30
H
 
 
図４－１：モチリン N端部分からのテトラペプチドのデザイン 
 
 
しかし、テトラペプチド 30はモチリンリセプターに結合したものの(IC50:11
μM)、平滑筋収縮作用は、とても弱いものだった(EC50:>100μM)。前章で述べ
た通り、我々の検討から、モチリンアゴニストとモチリンレセプターのタイロ
シン結合サイト（Tyr7 pocket) との相互作用は、平滑筋収縮活性の発現に、大き
く寄与していることが明らかとなっていた。44 このことから、我々は、テトラ
ペプチド 30の低い平滑筋収縮活性は、３位アミノ酸とモチリンレセプターのタ
イロシン結合サイトとの相互作用が十分ではないためだと考えた（図４－２）。
そこで我々は、これらの事実に基づき、「３位アミノ酸が、モチリンレセプタ
ーのタイロシン結合サイトとの十分な相互作用をすれば、テトラペプチドはア
ゴニスト活性をもつ」との第２仮説をたてた。 
 38
H 
N
N 
H
H3+N
O
O
Phe1 
pocket
Val2
Ile4
pocket
H 
N
O
NH2
O
OH
Tyr7 
pocket
 
 
図４－２：テトラペプチド３０のモチリンリセプターと相互作用モデル 
 
 
この仮説の検証を目指し、３位アミノ酸とモチリンレセプターのタイロシ
ン結合サイトとの相互作用を強化し、テトラペプチドの平滑筋収縮作用を増加
させるため、テトラペプチド 30を基に、３位アミノ酸に静電的、及び疎水的相
互作用を強化するアミノ酸を導入したテトラペプチドを設計し、合成した。 
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図４－３：テトラペプチド３位の修飾構造の探索 
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４－３：テトラペプチド誘導体の合成 
 
すべてのテトラペプチドは、MBHA (p-メチルベンズヒドリルアミン)樹脂 41
を用いて、Boc法もしくは Fmoc法 38の固相合成法 39,40にて合成した。Boc法で
は、 Nα-Boc基を 33-50%トリフルオロ酢酸 (TFA)-ジクロルメタン溶液にて脱保
護し、順次 Bocアミノ酸を縮合した。縮合反応は、１当量の Bocアミノ酸に対
して 0.5当量のジシクロヘキシルカルボジイミド (DCC) を用いて生成したの対
称酸無水物を用いて行った。Fmoc法では、 Nα-Fmoc基を、20%ピペリジン-DMF
溶液にて脱保護し、順次 Fmocアミノ酸を縮合した。縮合反応は、すべて HOBT
（N-ヒドロキシベンゾトリアゾール）存在下で PFP（ペンタフルオロフェノー
ル）との活性エステルを用いて行った。縮合反応の終結は、樹脂を少量取り出
し、ニンヒドリン反応（カイザーテスト）にて確認した。樹脂上に合成された
保護ペプチドは、トリフルオロ酢酸、トリメチルシリルトリフラート、m-クレ
ゾール、チオアニソール混合液（100:28.6:7.47:16.7;v/v)叉はトリフルオロ酢酸、
トリメチルシリルトリフラート、m-クレゾール、チオアニソール、エタンジチ
オール混合液（100:12:6.5:15:5;v/v)中で氷冷下で 1～4時間処理し、側鎖の最終脱
保護を行った。トリプトファンのインドール環を修飾した化合物については、
銀トリフラートの存在下で、ジスルフィド化合物と反応させる事により、合成
した（図４－４）。得られた粗環状ペプチドは、逆相分取高速液体クロマトグ
ラフィー（HPLC）を用いて精製し、逆相分析 HPLC、NMR、高分解能質量分析
を用いて、純度、構造の確認を行った。 
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図４－４：トリプトファンのインドール環の修飾 
 
 
 
４－４：モチリンテトラペプチド誘導体のモチリンレセプターへの結合および
小腸平滑筋収縮活性、および考察 
 
得られたモチリンテトラペプチド誘導体は、モチリンレセプターへの結合
および小腸平滑筋収縮活性試験を行った。その結果を表４－１に示す。 
 
表に示したように、３位をタイロシン（30）、プロリン（31）、リシン（32）、
トリプトファン（35）としたテトラペプチドは、モチリンレセプターヘ結合したが、
グルタミン酸（33）、グルタミン（34）をもつテトラペプチドは、結合活性を持たな
かった。プロリンとリジンを３位の持つテトラペプチド（31, 32）は、タイロシンを
持つテトラペプチド30とほぼ同程度のモチリンレセプターへの結合活性を示したが、
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トリプトファンをもつテトラペプチド 35は、テトラペプチド 30に比べて３０倍以上
の強くモチリンレセプターに結合した。一方で、小腸平滑筋での収縮活性では、タイ
ロシン（30）、プロリン（31）、トリプトファン（35）をもつテトラぺプチドが、と
ても弱い活性を示すのみであった。 
 
 
表４－１：テトラペプチド誘導体のモチリンレセプター結合活性と消化管平滑筋収縮
活性 
No. Structures Binding activity
(IC50 : µM) 
Contractile activitya 
   EC50 
(µM) 
Maximum contraction 
(% of 100 µM ACh max) 
n
30 H-Phe-Val-Tyr-Ile-NH2 11 >100 8.7b 2
31 H-Phe-Val-Pro-Ile-NH2 33 >300 17.5 ± 6.0c 6
32 H-Phe-Val-Lys-Ile-NH2 6.4 - - -
33 H-Phe-Val-Glu-Ile-NH2 >100 - - -
34 H-Phe-Val-Gln-Ile-NH2 >100 - - -
35 H-Phe-Val-Trp-Ile-NH2 0.37 >100 14.2 ± 5.1b 6
a Contractile activity data are presented as the mean ± SEM with the number of repetitions 
from independent assays (n). 
b Maximum contraction (%) at 100 µM. 
c Maximum contraction (%) at 300 µM. 
 
 
この結果から著者は、テトラペプチド 30, 31, 35は、モチリンレセプターに
結合するものの、平滑筋収縮活性を示すためのシグナル伝達が不十分であると
考えた。そこで、最も強くモチリンレセプターに結合したテトラペプチド 35を
用いて、３位のトリプトファンに疎水的及び静電的作用を持つ置換基を導入し
たテトラペプチドを合成し、シグナル伝播による平滑筋収縮作用が変化するか
を検証することとした（図４－５）。トリプトファンへの置換基の導入にあた
 43
っては、酢酸水銀を用いた 2’位へのチオアルキル化が報告されいた 49（図４－
６）が、収率が最も高いものでも３０％程度であったことから、さらにトリプ
トファンのインドール環への配位能が高いと考えられる銀トリフラートを用い
ることにより、テトラペプチド 36-40を 40 ～60%の収率で合成することができ
た（図４－４）。合成した置換トリプトファンを含んだテトラペプチドのモチ
リンレセプターへの結合活性および小腸平滑筋収縮活性の結果を表４－２に示
す。モチリンレセプターへの結合試験の結果、２－ヒドロキシエチルチオ基（36）、
メチルチオ基（37）、n－プロピルチオ基（38）をもったテトラペプチドは、35
と同等の結合活性を示したのに対し、２－ジメチルアミノエチルチオ基（39）、
カルボキシルメチルチオ基（40）をもったテトラペプチドは、結合活性が低下
した。このことから、電荷を持った置換基は、モチリンレセプターへの結合活
性を低下させると考えた。一方で。テトラペプチド 36, 37, 38は、いずれも小腸
平滑筋収縮活性を示した。（EC50: (36) 14.1 ± 3.2, (37) 12.9 ± 4.1, (38) 4.6 ± 
1.6). 
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 図４－５：テトラペプチド３位側鎖からの Tyr ７ポケットへのアプローチ 
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図４－６：トリプトファン修飾反応の例 
 
 45
 表４－２：トリプトファン誘導体含有テトラペプチドのモチリンレセプター結
合活性ならびに消化管平滑筋収縮活性 
No Structures Binding 
activity  
(IC50 : 
µM) 
Contractile activitya 
   EC50 (µM) Maximum contraction
(% of 100 µM ACh 
max) 
n
35 H-Phe-Val-Trp-Ile-NH2 0.37 >100 14.2 ±  5.1b 6
36 H-Phe-Val-Trp(2’-SCH2CH2OH)-Ile-
NH2 
0.57 14.1 ± 3.2  85.7 ± 6.8b 6
37 H-Phe-Val-Trp(2’-SCH3)-Ile-NH2 0.42 12.9 ± 4.1  58.2 ± 3.6c 5
38 H-Phe-Val-Trp(2’-SCH2CH2CH3)-Ile
-NH2 
0.23 4.6 ± 1.6 67.7 ± 5.0c 3
39 H-Phe-Val-Trp(2’-SCH2CH2NMe2)-I
le-NH2 
1.0 >300 2.9 ± 2.9d 3
40 H-Phe-Val-Trp(2’-SCH2COOH)-Ile-
NH2 
5.6 >30 1.5 ± 1.5c 3
a Contractile activity data are presented as the mean ± SEM with the number of 
repetitions from independent assays (n). 
b Maximum contraction (%) at 100 µM. 
c Maximum contraction (%) at 30 µM. 
d Maximum contraction (%) at 300 µM. 
 
 
 
テトラペプチド 36 は、図 4－6 に示したように、濃度依存的な平滑筋収縮
活性を示した。３位のトリプトファンを修飾したテトラペプチドがモチリンア
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ゴニスト活性を示したことで、我々は仮説を検証することが出来た。 
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図 4－6：テトラペプチド 36の消化管平滑筋収縮活性 
aContraction % of 100 µM ACh max. Data are presented as the mean ± 
SEM with the number of repetitions from independent assays (n=6).  
 
 
 
これまでに合成されたモチリンアナログのアゴニストは、すべて７位タイ
ロシンを保持している。今回の我々のテトラペプチドモチリンアゴニストは、
７位タイロシンをもたない始めてのモチリンアゴニスト誘導体となった。また、
これまでに報告された７位にタイロシンを持つモチリンアナログのモチリンレ
セプターへの結合活性とアゴニスト活性の比較検討から、それらのモチリンレ
セプターへの結合５０％阻害濃度(IC50)と、アセチルコリンでの平滑筋収縮に対
する５０％の収縮を示す濃度(EC50)との濃度差は、１０倍程度であることが報告
されている(pEC50=1.13 + 0.74 pIC50) 。21 しかし、今回我々が合成したテトラペ
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プチド 36, 37はいずれも、IC50と EC50との間の差は、１００倍近いものであっ
た。このことから我々は、テトラペプチド 36, 37 はモチリンレセプターに結合
し平滑筋収縮活性を示すが、そのシグナル伝達はタイロシンを７位にもつモチ
リンアナログと比較して、低いものであると考えている。 
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図４－７：テトラペプチドモチリンアゴニスト（上）とエリスロマイシン
でのモチリンレセプターとの相互作用モデル 
 
 
今回著者が合成したモチリンアゴニストテトラペプチド 36, 37, 38は、いず
れもトリプトファンのインドール環に脂肪族の置換基を持っている。これらの
置換基は、モチリンレセプターへの結合には寄与しないものの、レセプターを
介したシグナル伝達に重要な役割を果たしていると考えた。一方で、同じくモ
チリンレセプターのリガンドとして知られているエリスロマイシンとモチリン
の立体構造を比較した研究において、エリスロマイシン中のエチル基が、モチ
リンの７位タイロシンに相当していることが報告されていた 。29 このことから
著者も、テトラぺプチドモチリンアゴニスト 36, 37, 38とモチリンレセプターと
の相互作用において、テトラペプチド 36, 37, 38の脂肪族置換基が、エリスロマ
イシンのエチル基と同じ役割を果たしているものと考えている。 
 
 
４－５：結論 
 
著者は、モチリンの構造活性相関の結果から、モチリンの活性発現に重要
な１位のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンを利用し
てテトラペプチドでのモチリンアゴニスト 36, 37, 38を分子設計、合成した。ま
た、これらの結果から、テトラペプチドの脂肪族置換基が、モチリンレセプタ
ーとの相互作用に重要であることを見い出した。 
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第五章 モチリン(1-4)テトラペプチドからのモチリンアンタゴニストの分
子設計と合成研究 14 
 
 
５－１：緒言 
 
前章では、モチリン部分ペプチドを用いた構造活性相関の結果を利用し、
モチリン(1-4) テトラペプチドからテトラペプチドでのモチリンアゴニストを
設計、合成した。また、第３章において、モチリン部分ペプチド (1-7) アミド
から環状構造を持ったモチリンアンタゴニストの設計およびそれらの合成につ
いて述べた。本章では、これらの結果に基づき、テトラペプチドでのアンタゴ
ニスト設計に向けた作業仮説と、仮説に基づいた環状テトラペプチドの分子設
計およびそれらの合成について述べ、引き続いてモチリンレセプターへの結合
活性および小腸平滑筋収縮作用の結果ならびに構造活性相関に言及し、仮説の
検証を含みながら、考察を述べる。 
 
 
５－２：テトラペプチドでのモチリンアンタゴニスト設計に向けた作業仮説と、
化合物設計 
 
著者は、モチリンの構造活性相関研究から、モチリンの活性発現には、１
位のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位のタイロシンが重要である
ことを、第二章で述べた。しかしながら、前章で述べたように、これらの３つ
のアミノ酸を利用して設計したテトラペプチド 30 (H-Phe-Val-Tyr-Ile-NH2)は、モ
チリンリセプターに結合したものの(IC50:11μM),平滑筋収縮作用は、とても弱い
ものだった（EC50:>100μM)。結合活性に対して平滑筋収縮活性が弱い場合、第
三章でも述べたように、このペプチドが平滑収縮活性のアッセイ系中で分解し
活性が消失している、もしくは、アンタゴニスト活性を持っているのいずれか
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が考えられた。しかしながら、第四章で述べたように、このウサギ小腸平滑筋
によるアッセイで、モチリンテトラペプチドの分解は見られず、誘導体である
テトラペプチド 36は、モチリンフルアゴニストとしての平滑筋収縮活性を示し
た。このことから我々は、テトラペプチド 30がモチリンアンタゴニストの活性
を持っていると考えた。一方で第３章でも述べたように、数々のペプチドで、
環状構造に変換しフレキシビリティーを低くすることで、アンタゴニスト活性
が強くなる事が報告されていた。45-47 環化することにより、全体のコンホメーシ
ョンは固定化され結合活性は向上するものの、シグナリングに必要な特定の相
互作用を持たない立体構造をとりうるものと考えた。 
そこで我々は、「テトラペプチド 30を環状構造とすることで、アンタゴニ
スト活性を向上できる。」との仮説をたてた。この仮説を検証するため、環状
ペプチドの化合物設計を行った。 
環状ペプチドを設計するにあたって、テトラペプチド 30 を環化するには、
(a) N端と C端での環化、（b）N端とペプチド側鎖中との環化、（c） C端とペ
プチド側鎖中との環化、の３つの方法が考えられた（図５－１）。ここで我々
は、（１）NMRによるモチリンの立体構造解析研究、7-10 にて Phe1がフレキシ
ビリティーを持っていることが報告されている、（２）第２章で述べたモチリ
ンの構造活性相関研究の結果では、２位のバリンはモチリンとモチリンレセプ
ターとの相互作用には、１位のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位
のタイロシンほどは重要ではない、以上のことから、テトラペプチド 30を環化
するには、フェニルアラニンのフレキシビリティーを保持したまま２位と C 端
を結合した、（c）の環化様式がもっとも望ましいと考えた。 
 
 
AA1 AA2 AA3 AA4 AA1 AA2 AA3 AA4 OH AA1 AA2 AA3 AA4H
(a) N-terminus to C-terminus (b) N-terminus to side-chain (c)  side-chain to C-terminus. 
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図５－１：テトラペプチドの環化様式 
 
 
この考えに基づき、我々は環状テトラペプチドを設計し、合成した。 
 
 
５－３：環状テトラペプチドの合成 
 
モチリン環状テトラペプチドは、Fmoc (Nα-9-フルオレニルメチルオキシカ
ルボニル）基 38を Nαアミノ保護基に用いた固相合成法 39,40により、HMPA (p-
ヒドロキシメチルフェニル酢酸）樹脂を用いて合成した。 Nα-Fmoc基は、20%
ピペリジン-DMF溶液にて脱保護し、順次 Fmocアミノ酸を縮合した。縮合反応
は、N-ヒドロキシベンゾトリアゾール（HOBT）存在下でペンタフルオロフェノ
ール（Pfp）との活性エステル、叉は HOBT存在下でジイソプロピルルカルボジ
イミド (DIC) を用いて生成したの対称酸無水物を用いて行った。縮合反応の終
結は、樹脂を少量取り出し、ニンヒドリン反応（カイザーテスト）42にて確認し
た。樹脂上に合成された保護ペプチドは、トリフルオロ酢酸、アニソール、エ
タンジチオール混合液（94:5:1;v/v)中で氷冷下で１～3 時間処理し、樹脂からの
切り出しおよび側鎖の脱保護を同時に行った。得られた Fmoc基がついたままの
粗ペプチドを BOP試薬にて分子内環化した後、 Fmoc基に脱保護を行った。タ
イロシンのアルキル化反応は、トリフルオロ酢酸(TFA)、トリメチルシリルトリ
フラート(TMSOTf)存在化で、１－ブテンを反応することにより行った。 
得られた粗環状ペプチドは、逆相分取高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）を用いて精製し、逆相分析 HPLC、NMR、高分解能質量分析を用いて、
純度、構造の確認を行った。 
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図５－２：環状テトラペプチドの合成 
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５－４：モチリン環状テトラペプチド誘導体のモチリンレセプターへの結合活
性、小腸平滑筋収縮活性、および考察 
 
得られたモチリン環状テトラペプチド誘導体は、モチリンレセプターへの
結合およびウサギ小腸平滑筋収縮活性試験を行った。その結果を表５－１に示
す。 
 
表に示したように、合成したすべての環状ペプチドは、モチリンレセプタ
ーへ結合した。特に、タイロシンにアルキル置換を行った化合物（42－51）は、
アルキル置換のない化合物（41）より強い結合活性を示した。この結果から、
タイロシンのアルキル置換基が、モチリンレセプターとの疎水的相互作用に寄
与しているものと考えた。タイロシンを t－ブチル基で置換した化合物（43, 
46-48）は特に強くモチリンレセプターに結合した。もっとも結合活性が高い化
合物 43は、１０±４ nMの IC50でモチリンレセプターに結合した。 
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表５－１：モチリン環状テトラペプチドの構造と、モチリンレセプターへの結合活性、消化管平滑筋
収縮活性 
No. Compound Binding affinity Contractile potencya 
   IC50 (nM)  EC50 
(nM) 
pA2b 
41  H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-ßAla-] 25000 and 42000c >100000 4.05 ± 0.07 (n=6) 
42  H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(O-secBu)-ßAla -] 480d  
  
- - 
43 H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-ßAla-] 10 ± 4 (n=3)e >100000 7.37 ± 0.24 (n=10) 
44  H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(O-tBu)-ßAla-] 7500d >100000 3.92 ± 0.38 (n=6) 
 45 H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3,5-di-tBu)-ßAla -] 460d >10000 -
46  H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Gly-] 7 and 33c >100000 7.33 ± 0.06 (n=6) 
47  H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Abuf-] 33 and 59c >100000 7.46 ± 0.17 (n=6) 
48  H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Ahxg-] 17 and 65c >100000 7.08 ± 0.08 (n=6) 
49  H-D-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-ßAla-] 1800d >100000 5.70 ± 0.11 (n=6) 
50  H-Phe-c[-Nε- D-Lys-Tyr(3-tBu)-ßAla-] 2100d  >100000 5.66 ± 0.08 (n=6) 
51  H-Phe-c[-Nε-Lys- D-Tyr(3-tBu)-ßAla-] 3100d >100000 5.27 ± 0.15 (n=6) 
aContractile potency data are presented as the mean ± SEM with the number of repetitions from independent 
assays (n) listed in parentheses. 
bpA2: the negative logarithm of molar concentration of antagonist causing a 2-fold shift to the right of the 
concentration-response curve for Motilin. 
cBinding affinity data are based on two determinations. 
dBinding affinity data is based on one determination. 
eBinding affinity data is presented as the mean ± SEM with the number of repetitions from independent assays (n) 
listed in parentheses. 
fAbu : 4-aminobutyric acid 
gAhx : 6-aminohexanoic acid 
 
また、43の環構造のサイズを変化させた化合物（46-48）は、いずれも７－
６５ nMの範囲の結合活性を示した。モチリンレセプターのリガンドとして知ら
れるマクロライドでは環の大きさが結合活性に重要であったが、50 我々の合成
したモチリン環状テトラペプチドでは、環の大きさは結合活性にはあまり影響
を与えなかった。このことから、モチリン環状テトラペプチドは、エリスロマ
イシンのマクロライド環とほぼ同じ大きさの環構造をもつものの、両者の 14員
環の、モチリンレセプターとの相互作用の中での役割は違ったものであると考
えた。 
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図５－３：GM－１０９（43）とエリスロマイシンの構造 
 
 
一方で、化合物 43の各アミノ酸を D－アイソマ－に置換した化合物
（49-51）は、いずれもモチリンレセプターへの結合活性が大きく低下した。こ
のことから、モチリン環状テトラペプチドでは、立体構造が重要であることが
わかった。モチリンそのものでも、アミノ酸を D－アイソマ－に置換すると結
合活性は低下したが、51 モチリン環状テトラペプチドでの活性低下のほうが、
はるかに大きいものだった。このことから、モチリン環状テトラペプチドは環
状構造のため骨格のフレキシビリティーが小さく、直鎖構造であるモチリンよ
 56
り、立体構造が結合活性に与える影響が大きくなったものと考えている。 
ウサギ平滑筋収縮実験では、すべての環状テトラペプチドが高濃度
(>100µM)でも全く収縮活性を示さず、モチリンレセプターへの結合活性に相当
したアンタゴニスト活性を示した。特に、タイロシンを t－ブチル基で置換した
化合物（43, 46-48）は、それぞれ、(43) 7.37 ± 0.24, (46) 7.33 ± 0.06, (47) 7.46 ± 
0.17, (48) 7.08 ± 0.08 （pA2）の強いアンタゴニスト活性を示した。 
最も高い結合活性を示した化合物 43（GM－１０９）は、イヌを用いた動物
実験において、モチリンによる収縮を完全に阻害し、アンタゴニスト活性を示
した。52 さらに、化合物 43（GM－１０９）はヒト由来の細胞である TE671お
よびヒト大腸由来の培養細胞系にて、モチリン刺激によるカルシウム応答を阻
害した。15,16 
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図５－４：モチリンアンタゴニスト GM-109の示した阻害活性 
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Gastric antrum
Duodenum
Jejunum
pMTL
0.3 µg/kg i.v. pMTL
0.3 µg/kg i.v.
GM-109
10 mg /kg /hr i.v. infusion
10 min
 
 
図５－５：Effects of GM-109 (10 mg/kg/hr, i.v. infusion) on gastrointestinal contractile 
activity induced by pMTL (0.3mg/kg, i.v.) in a conscious dog.  
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５－５：結論 
 
著者は、モチリン(1-4)部分ペプチドからモチリンアンタゴニストであるモ
チリン環状テトラペプチドを分子設計、合成し、仮説を検証することができた。
最もモチリンレセプターへの結合活性が高かった化合物 43（GM－１０９）は、
動物実験においてモチリンによる消化管収縮を完全に阻害できる初めての化合
物として、モチリンの関与する疾病への治療薬研究に用いられている。 
 
 
 
 
 59
第六章 総括 
 
本章において、ここまでに述べてきた内容を総括する。 
第一章前半では、消化管運動ペプチド「モチリン」の構造、薬理作用、蠕
動運動との関係、作用メカニズム、関与が示唆される疾病、ならびに、これま
でに明らかにされている構造活性相関について簡単に述べた。第一章後半では、
これまでに行われたモチリンアゴニスト、アンタゴニストの研究について述べ
たのち、本研究で用いられた生理活性試験、本研究の概略および目的に言及し
た。これらの中で、モチリンの構造活性相関研究においてモチリンの活性発現
には N端部分が重要である事が明らかとされていたものの、活性発現のメカニ
ズムは充分に解明されていないこと、そしてこの活性発現メカニズムおよび疾
病への関与を明確にするためにも、より詳細なモチリンの構造活性相関の解明、
およびモチリンアゴニスト、アンタゴニストが重要であることを明らかにし、
低分子のモチリンアゴニスト、アンタゴニストの発見が望まれていることを示
した。 
第二章においては、モチリンの部分ペプチドを用いて、モチリンの構造活
性相関を明らかにした。第一章で述べたように、それまでのモチリンに関する
研究において活性発現には N端部分が重要であることが明らかとなっていた。
このことから、 モチリンのN端部分を含む部分ペプチド並びに１アミノ酸づつ
アラニンに置換した N端部分ペプチドを合成し、活性を測定すれば、活性を示
すのに必要な部分を１アミノ酸ごとに明らかにできると考え、これらの部分ペ
プチドを用いた構造活性相関研究を行った。その結果、モチリンが平滑筋収縮
作用を発現するためには、モチリンの１位のフェニルアラニン、４位のイソロ
イシン、７位のタイロシンとモチリンリセプターとの相互作用が重要であるこ
とを明らかにした。これらの結果に基づき、モチリンとモチリンレセプターと
の相互作用モデルを構築し、平滑筋収縮作用発現に必要な相互作用を推定した。 
第三章では、モチリン (1-7) 部分ペプチドからの環状モチリンアンタゴニ
ストの創製について述べた。これまでも、いくつかのペプチド性化合物で、環
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状構造にすることによって、アンタゴニスト活性が向上することが報告されて
いた。このことから、第二章で明らかにしたモチリンレセプターとの相互作用
に重要なアミノ酸残基、１位のフェニルアラニン、４位のイソロイシン、７位
のタイロシンのすべてを含むモチリン (1-7) 部分ペプチドを環状構造とするこ
とで、アンタゴニスト活性を向上できる、との仮説をたて、モチリンの立体コ
ンホメーションを考慮しながら、環状化合物の設計、合成を行った。その結果、
モチリン(1-7)環状ペプチドは、アンタゴニストの活性を有することを見い出し
た。これらの化合物は高濃度でも全く収縮活性を示さない、初のピュアモチリ
ンアンタゴニストとなったことから、仮説の妥当性が実証された。加えて、７
位のタイロシンの相互作用の存在の有無が、平滑筋収縮作用につながるシグナ
ル伝達に重要であることを明らかにした。 
第四章では、テトラペプチドでのモチリンアゴニストの創製について述べ
た。すなわち、モチリンの活性発現に重要な１位のフェニルアラニン、４位の
イソロイシン、７位のタイロシンの３つのアミノ酸を利用してテトラペプチド
でのモチリンアゴニストを分子設計、合成した。報告されているモチリンの立
体構造では、Tyr7が Pro3の近傍に存在している。このことから、三位のアミノ
酸を修飾することによって、 Tyr7に代わるモチリンレセプターとの相互作用が
可能になると考えた。この仮説に基づき、テトラペプチドの三位を修飾した化
合物を設計し、合成した。その結果、三位にトリプトファンを導入し、さらに
トリプトファンのインドール環をチオアルキル化した化合物が、テトラペプチ
ドでモチリンアゴニストの活性を示すことを見い出した。また、これらの化合
物の内、トリプトファンのインドール環上に存在する脂肪族置換基が、平滑筋
収縮作用に繋がるシグナル伝達に重要であることを見い出した。 
第五章では、テトラペプチドでの環状モチリンアンタゴニストの創製につ
いて述べた。すなわち、モチリン(1-4)部分ペプチドからモチリンアンタゴニス
トであるモチリン環状テトラペプチドを分子設計、合成した。第三章で述べた
ように、モチリン(1-7)部分ペプチドでは、環状構造にすることによって、アン
タゴニスト活性を強めることができた。このことから、第四章で設計したテト
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ラペプチド30をもとに、環状構造とすることによって、テトラペプチドでもア
ンタゴニストとすることができると考えた。この仮説の基づき、モチリンの立
体コンフォメーションを考慮しながら、テトラペプチドからの環状化合物を設
計し、合成した。その結果、強くモチリンレセプターに結合しながら、消化管
平滑筋収縮作用を示さない、強いモチリンアンタゴニストである環状化合物を
見い出した。最もモチリンレセプターへの結合活性が高かった化合物 43（GM－
１０９）は、動物実験においてもモチリンによる消化管収縮を完全に阻害した。 
本研究を通して、モチリンによる消化管収縮作用を完全に阻害することの
できる、世界で初めてのモデル動物でも使用可能なピュアモチリンアンタゴニ
スト 43（GM－１０９）を見い出すことができたほか、数多くの誘導体で、モチ
リン誘導体での構造活性相関を明らかにし、モチリンレセプターリガンドとし
て知られるエリスロマイシンとの比較などから、モチリンの活性発現機構に解
明に繋がる多くの情報を明らかにすることができた。特に、GM－１０９は、モ
チリンの作用機序の解明研究や、モチリンが関与する多くの疾病の治療法開発
研究の中で、唯一のモチリン選択的な阻害物質として、世界中で用いられてい
る 。15,16 また、今後の臨床応用が期待されるモチリンアンタゴニストの、疾病
に対する効果を検討する唯一の化合物として、期待されている。 
著者らは、本研究で見い出された GM－１０９が広く世界中で使用され、モ
チリンの作用機序の解明、そしてそれに続くモチリンの関連する疾病の治療法
開発に少しでも寄与できることを願ってやまない。また、ここから開発された
新たな治療法が、モチリンの関与する疾病に悩む多くの患者さんの治癒に、役
立つことを期待している。 
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Experimental 
 
 
General 
 
Materials  
 
Nα-Fmoc amino acids, Pfp esters, and Dhbt ester were purchased from either 
MilliGen/Biosearch (Burlington, MA) or Watanabe Chemical (Japan). Nα-Boc amino 
acids were purchased from either Applied Biosystems (ABI) or Watanabe Chemical. 
MBHA-resin was purchased from the Peptide Institute (Japan) and Watanabe Chemical 
(Japan). HMPA-resin (PEPSYN KA; 0.2 mmol/g) was purchased from 
MilliGen/Biosearch (Burlington, MA). Boc-L-Tyr(2-Br-Z)PAM-resin and 
Boc-D-Tyr(2-Br-Z)PAM-resin were purchased from Novabiochem. All reagents used in 
the ABI 430A peptide synthesizer were purchased from ABI. TFA, TMSOTf, Bop 
reagent, 1,3-diisopropylcarbodiimide (DIC), and N-hydroxybenzotriazole (HOBt)  
were purchased from Watanabe Chemical. 4-Dimethylaminopyridine (DMAP), 
piperidine, 1-butene, isobutene, anisole, Di-n-propyl disulfide, dithiodiglycolic acid, 
silver trifluoromethanesulfonate, triethylamine, dithiothreitol, m-Cresol, NH4F, 
2-mercaptoethanol, ethanedithiol and thioanisole were purchased from Tokyo Chemical 
Industry (Japan). Dimethyl disulfide was purchased from Nakarai Tesque (Japan). DMF, 
dichloromethane (DCM)  and N-mthyl-2-pyrrolidinone (NMP) were purchased from 
Kokusan Chemical (Japan). Methanol, NaHCO3, diethylether, n-hexane, NaOH, and 
acetic acid were purchased from Junsei Chemical (Japan). Pd-C was purchased from 
Kawaken Fine Chemicals (Japan). HPLC grade acetonitrile, and water were from Kanto 
Chemical (Japan) or Junsei Chemical (Japan). 
 
 
Solid Phase Peptide Synthesis of pMTL(1—12)-NH2 (3)  
MBHA-resin (NH2: 0.38 mmol/g; 2.616 g) was treated twice with  20% 
piperidine in DMF and washed eight times with DMF. Nα-Fmoc-Arg(Mtr)-OH (4 eq) 
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was then added followed by HOBt (4 eq) and DIC (4 eq). The coupling reaction mixture 
was shaken on a manual shaker for 18 h at room temperature. The resin was then 
washed six times with DMF. The following Nα-Fmoc amino acid Pfp esters and Dhbt 
ester were sequentially coupled to a growing peptide chain: Nα-Fmoc-Gln(Trt)-OPfp, 
Nα-Fmoc-Leu-OPfp, Nα-Fmoc-Glu(Ot-butyl)-OPfp, Nα-Fmoc-Gly-OPfp, 
Nα-Fmoc-Tyr(t-butyl)-OPfp, Nα-Fmoc-Thr(t-butyl)-ODhbt, Nα-Fmoc-Phe-OPfp, 
Nα-Fmoc-Ile-OPfp, Nα-Fmoc-Pro-OPfp, Nα-Fmoc-Val-OPfp, Nα-Fmoc-Phe-OPfp. Each 
coupling cycle consisted of the following: (1) treat twice with 20% piperidine in DMF 
for 30 min each time, (2) wash eight times with DMF, (3) couple the amino acid active 
ester, (4) wash six times with DMF. The coupling of the last amino acid was as 
described above, but additional steps were added as follows: (5) treat twice with 20% 
piperidine in DMF for 30 min each time, (6) wash eight times with DMF. All the 
Nα-Fmoc amino acid Pfp esters (4 eq) were coupled to a growing peptide chain using 
HOBt (4 eq) in DMF. Nα-Fmoc-Thr(t-butyl)-ODhbt (4 eq) was coupled in DMF. All the 
coupling reactions were shaken on a manual shaker for 4—48 h at room temperature. 
After deprotection of the last Nα-Fmoc group, the peptide resin was washed with 
methanol and dried in vacuo  to yield the protected pMTL(1—12)-NH2-resin. 
The protected peptide-resin was treated with TFA/TMSOTf/m-cresol/thioanisole 
(100:20:5.23:1.7; v/v) for 1 h at 0°C and an additional hour at room temperature. The 
solution was filtered and added dropwise to excess cold diethyl ether. The precipitated 
peptide was filtered, washed with diethyl ether, and dried. The crude peptide was 
purified by preparative HPLC with a linear gradient of 0-60% 0.1% TFA in acetonitrile 
against 0.1% aqueous TFA, over 60 min, at 10 ml/min. The lyophilized product was a 
white amorphous solid. Overall yield: 46%.  
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Table. Analytical Properties of Intact Porcine Motilin and  Fragments 
      no. abbreviated
Names 
Asx Thr Glx Pro Gly         LC Val Met Ile Leu Phe Tyr Lys Arg HP tR (min), 
(purity,%) 
1   pMOT(1-16) 1.00(1) 4.00(4) 1.20(1) 1.20(1) 1.10(1
) 
1.20(1) 1.00(1
) 
1.30(1) 2.20(2) 1.00(1
) 
1.20(1) 1.10(1) 18.517(92) 
2     
      
       
                
         
                
                
       
        
         
          
           
        
          
          
         
pMOT(1-14) 1.00(1) 2.50(3) 1.10(1) 1.00(1) 1.00(1
) 
1.00(1) 0.80(1
) 
1.10(1) 2.20(2) 0.80(1
) 
1.10(1) 19.1(100)
3 pMOT(1-12) 1.10(1) 1.80(2) 1.20(1) 1.10(1) 1.00(1
) 
0.90(1
) 
1.10(1) 2.20(2) 1.00(1
) 
1.10(1) 17.967(100)
4 pMOT(1-10) 1.00(1) 0.80(1) 1.10(1) 1.00(1) 0.90(1
) 
0.80(1
) 
1.00(1) 2.00(2) 0.90(1
) 
18.3(100)
5 pMOT(1-9)
6 pMOT(1-8) 1.00(1) 1.10(1) 1.00(1) 0.90(1
) 
0.90(1
) 
2.00(2) 0.90(1
) 
16.783(100)
7 pMOT(1-7)
8 pMOT(1-6)
9 pMOT(2-12) 1.10(1) 1.80(2) 1.0(1) 1.20(1) 0.90(1
) 
1.00(1
) 
1.10(1) 1.10(1) 1.00(1
) 
1.10(1) 19.798(96)
10 pMOT(3-12) 1.20(1) 2.00(2) 1.00(1) 1.20(1) 1.00(1
) 
1.20(1) 1.00(1) 1.10(1
) 
1.20(1) 20.867(96)
11 pMOT(4-12) 1.10(1) 1.70(2) 1.00(1) 0.90(1
) 
1.00(1) 1.00(1) 1.00(1
) 
1.10(1) 20.275(94)
12 pMOT(5-12) 1.00(1) 1.70(2) 1.00(1) 1.00(1) 1.10(1) 0.90(1
) 
1.00(1) 18.167(95)
13 pMOT(6-12) 1.10(1) 1.70(2) 1.10(1) 1.00(1) 1.00(1
) 
1.10(1) 16.458(91)
14 pMOT(6-22) 1.10(1) 1.00(1) 5.10(6) 2.10(2) 0.70(1) 1.10(1) 1.10(1
) 
2.20(2) 2.20(2) 17.717(97) 
15 pMOT(8-22) 1.10(1) 5.90(6) 2.30(2) 1.00(1) 1.20(1) 2.20(2) 2.40(2) 16.7(99)
16 pMOT(10-22) 1.10(1)
 
5.00(5) 1.00(1)
 
0.90(1) 1.00(1) 1.80(2)
 
2.00(2) 15.7(99)
17 pMOT(10-14) 1.70(2) 1.00(1) 1.10(1) 1.00(1) 4.95(100)
100:0 to 30:70 (0.1% aqueous TFA:0.1% TFA in acetonitrile) over 25min, 1.0 mL/min 
A similar protocol was carried out for the syntheses of the peptides 1-24. The side 
chain protections of the other amino acids were Arg(Mtr), Asn(Trt)  and  Lys(Boc). 
 
 
Solid Phase Peptide Synthesis of Cyclic peptide (25-29)  
The peptides were synthesized by solid phase peptide chemistry. 39,40 The syntheses 
were carried out on an ABI Model 430A peptide synthesizer, but the coupling of 
Boc-Dap(Fmoc)-OH was performed by manual shaker.  
Boc-D-Tyr(2-Br-Z)-PAM-resin (0.5 mmol/g; 1 g) was used to prepare the peptide: 
Boc-Phe-Val-D-Dap(Fmoc)-Ile-Phe-Thr(Bzl)-D-Tyr(2-Br-Z)-PAM-resin, by stepwise 
coupling of the amino acids Boc-Thr(Bzl)-OH, Boc-Phe-OH, Boc-Ile-OH, 
Boc-D-Dap(Fmoc)-OH, Boc-Phe-OH, Boc-Val-OH. Each coupling cycle consisted of 
the following: (1) treated with  33% TFA in DCM for 80 sec and with 50% TFA in 
DCM for 18.5 min,  (2) washed three times with DCM, (3) treated twice with  10% 
diisopropylethylamine (DIEA) in DMF for 1 min, (4) washed five times with DMF, (5) 
coupled with the amino acid, (6) washed three times with DMF, (7) treated with  10% 
DIEA in DMF for 45 sec, (8) washed with DMF, (9) washed three times with DCM, 
(10) coupled with the amino acid (double coupling), (11) washed with DMF, and (12) 
washed five times with DCM. The first cycle included a preliminary wash with DCM. 
Each amino acid was double-coupled with 4 equivalents for each coupling reaction. The 
amino acid was activated as the HOBt ester. After the coupling cycle of Boc-Ile-OH, the 
peptide resin was transferred to a reaction vessel equipped with a filter disk and a 
stopcock and suspended in DMF. The resin was treated twice with 20% TFA in DCM, 
treated twice with 10% DIEA in DMF, and washed six times with DMF. 
Nα-Boc-Nβ-Fmoc-α,β-D-diaminopropionic acid (4 eq) was then added followed by 
HOBt (4 eq) and DIC (4 eq) in NMP. The coupling reaction mixture was shaken on a 
manual shaker for 2.5 h at room temperature. The resin was then washed six times with 
DMF. The coupling of Boc-Phe-OH and Boc-Val-OH was again performed on an ABI 
Model 430A peptide synthesizer. The peptide resin was washed with methanol and 
dried in vacuo  to yield the protected 
Boc-Phe-Val-D-Dap(Fmoc)-Ile-Phe-Thr(Bzl)-D-Tyr(2-Br-Z)-PAM-resin (1.478 g). 
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The protected peptide-resin was treated with 10 % hydrazine in NMP for 24 h at  
room temperature. The solution was filtered and  concentrated in vacuo. The residue 
was treated with cold water to precipitate the peptide hydrazide, and the hydrazide was 
then filtered and dried. The peptide hydrazide (522 mg) dissolved in NMP (16 ml) and 
DMF (8 ml) was cooled to −30 °C followed by addition of 4.84 N-HCl /DMF (0.32 ml)  
and isoamyl nitrite (0.119 ml). The reaction mixture was allowed to stand at 0 °C and  
cooled to -30 °C, then added to pyridine (200 ml) and NMP (200 ml) kept at -20 °C and 
stirred at 0 °C for 25 h. The solution was concentrated in vacuo. The residue was treated 
with cold water to precipitate the protected cyclic peptide. The peptide was filtered and 
dried.  
Deprotection of the peptide was performed with 
TFA/TMSOTf/m-cresol/thioanisole/ethanedithiol (100:31.6:8.57:19.2:3.28; v/v) for 0.5 
h at 0 °C. The solution was filtered and added dropwise to excess cold diethyl ether. The 
precipitated peptide was filtered, washed with diethyl ether, and dried. The residue was 
treated with 2-mercaptoethanol (0.2 ml) and 1 N-NH4F (0.2 ml) in MeOH (2 ml) and  
H2O (2 ml) at 0 °C. The solution was adjusted to pH 8.0 with triethylamine and stirred 
for 0.5 h at 0 °C, then acidified to pH 5.0 with AcOH, and concentrated in vacuo. The 
crude peptide was purified by preparative HPLC with a linear gradient of 060% 0.1% 
TFA in acetonitrile against 0.1% aqueous TFA over 60 min at 10 ml/min. The 
lyophilized product was a white amorphous solid. Overall yield: 24%.  
A similar protocol was carried out for the syntheses of peptides 25-29. 
 
 
Solid Phase Peptide Synthesis for the Tetrapeptides 30-40  
The peptides were synthesized by solid phase peptide chemistry. The Boc strategy 
syntheses were carried out on an ABI Model 430A peptide synthesizer. The Fmoc 
strategy syntheses were performed using a manual shaker.  
 
H-Phe-Val-Tyr-Ile-NH2 (30) [Boc method]  
MBHA-resin (0.42mmol/g; 1.2094 g) was used to prepare the peptide: 
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Boc-Phe-Val-Tyr(Br-Z)-Ile-MBHA-resin, by stepwise coupling of the amino acids 
Boc-Ile-OH, Boc-Tyr(Br-Z)-OH, Boc-Val-OH, Boc-Phe-OH. All the Fmoc amino acids 
(4 equiv) were coupled to the growing peptide chaneas a symmetric anhydride by using 
DCC (2 equiv). Boc group was removed with 33-50% TFA in DCM solution prior to 
coupling with the next protected amino acid. After coupling of the last Boc amino acid, 
the peptide resin was washed with methanol and dried in vacuo  to yield the 
Boc-Phe-Val-Tyr(Br-Z)-Ile-MBHA-resin (1.5447 g). 
The protected peptide-resin was treated with TFA/TMSOTf/m-cresol/thioanisole 
(100:28.6:7.47:16.7; v/v) for 1 h at 0 °C and for 2 h at room temperature. The solution 
was filtered and added drowse to excess cold diethyl ether (600 ml) and n-hexane (300 
ml). The precipitated peptide was collected by centrifugation, washed with diethyl ether 
and n-hexane (1:1) , and dried. The residue was treated with 2-mercaptoethanol (0.4 ml) 
and 1 N-NH4F (0.4 ml) in MeOH (8 ml) and H2O (8 ml) at 0 °C. The solution was 
adjusted to pH 8.0 with triethylamine and then acidified to pH 4.0 with AcOH, and 
applied to gel chromatography with Sephadex G-10 (Amersham Pharmacia Biotech, 
Sweden)  in 1N AcOH. The lyophilized crude peptide was purified by RP-HPLC using 
a Waters semi-prep system with C18  YMC-Pack S-343-15 (YMC, Japan), 15 µm, 120 
Å, 20 x 250 mm, eluting with a linear acetonitrile gradient (0-60%) in water containing 
a constant concentration of TFA (0.1%, v/v) over 60 min at a flow rate of 10 ml/min.  
The peptide fractions, which were purified by analytical HPLC, were lyophilized. Yield: 
0.0758 g (28%).1H NMR (DMSO-d6) δ 0.82 (12H, m, 4 × CH3), 1.06 (1H, m, CH2), 
1.42  (1H, m, CH2), 1.70 (1H, m, CH), 1.99 (1H, m, CH), 2.65-3.03 (4H, m, 2 × CH2), 
4.12 (2H, m, 2 × CH), 4.27 (1H, dd, J=6.3, 8.6 Hz, CH), 4.52 (1H, dd, J=4.6, 7.9 Hz, 
CH), 6.63 (2H, d, , J=8.6 Hz, aromatic-H), 7.06 (2H, d, J=7.1 Hz, aromatic-H), 7.21  
(5H, m, aromatic-H), 7.77  (1H, d, J=8.9 Hz, NH), 8.18 (1H, d, J=7.9 Hz, NH), 8.44 
(1H, d, J=8.9 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Pro-Ile-NH2 (31)  
The title compound was synthesized using the same procedure as that for 35, but 
using Fmoc-Ile-OPfp, Fmoc-Pro-OPfp, Fmoc-Val-OPfp, Fmoc-Phe-OPfp. Yield: 0.0553 
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g (24%). 1H NMR (CD3OD) δ 0.96 (12H, m, 4 × CH3), 1.23 (1H, m, CH2), 1.60  (1H, 
m, CH2), 1.80 (1H, m, CH), 2.00-2.16 (5H, m, CH, 2 × CH2), 3.01, 3.21 (2H, 2dd, J=5.6, 
8.1, 14.2 Hz, CH2), 3.66 (1H, m, CH2), 3.83 (1H, m, CH2), 4.19 (2H, m, 2 × CH), 4.49 
(2H, m, 2 × CH), 7.29 (6H, m, NH, aromatic-H), 7.96 (1H, d, J=8.6 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Lys-Ile-NH2 (32)  
The title compound was synthesized using the same procedure as that for 30, but 
using Boc-Ile-OH, Boc-Lys(Cl-Z)-OH, Boc-Val-OH, Boc-Phe-OH. Yield: 0.10 g (38%). 
1H NMR (DMSO-d6) δ 0.84 (12H, m, 4 × CH3), 1.02-1.70 (9H, m, 4 × CH2, CH), 1.96 
(1H, m, CH), 2.75 (2H, t, J=7.1 Hz, CH2), 2.90, 3.07 (2H, 2dd, J=4.3, 7.6, 13.9 Hz, 
CH2), 4.17 (2H, m, 2 × CH), 4.28 (2H, m, 2 × CH), 7.27  (5H, m, aromatic-H), 7.70  
(1H, d, J=8.9 Hz, NH), 8.18 (1H, d, J=7.6 Hz, NH), 8.54 (1H, d, J=8.9 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Glu-Ile-NH2 (33)  
The title compound was synthesized in the same way as that for 31, but using 
Boc-Ile-OH, Boc-Glu(OBzl)-OH, Boc-Val-OH, Boc-Phe-OH. Yield: 0.069 g (33%). 1H 
NMR (DMSO-d6) δ 0.86 (12H, m, 4 × CH3), 1.10 (1H, m, CH2), 1.39  (1H, m, CH2), 
1.63-2.11  (4H, m, 2 × CH, CH2), 2.25 (2H, m, CH2), 2.92, 3.08 (2H, 2dd, J=4.8, 7.9, 
13.9 Hz, CH2), 4.09-4.44 (4H, m, 4 × CH), 7.30  (5H, m, aromatic-H), 8.21-8.40  (2H, 
m, 2 × NH), 8.52 (1H, t, J=8.4 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Gln-Ile-NH2 (34)  
The title compound was synthesized in the same way as that for 30, but using 
Boc-Ile-OH, Boc-Gln-OH, Boc-Val-OH, Boc-Phe-OH. Boc-Gln-OH was activated as 
the HOBt ester formed using 4.0 equivalents of DCC in DMF and DCM.  Yield: 0.123 
g (66%). 1H NMR (DMSO-d6) δ 0.84 (12H, m, 4 × CH3), 1.07 (1H, m, CH2), 1.38  (1H, 
m, CH2), 1.56-2.03  (4H, m, 2 × CH, CH2), 2.12 (2H, t, J=7.9 Hz, CH2), 4.14 (2H, m, 2 
× CH), 4.28 (2H, m, 2 × CH), 7.29  (5H, m, aromatic-H), 7.69  (1H, d, J=8.3 Hz, NH), 
8.25 (2H, m, 2 × NH) 8.53 (1H, d, J=8.9 Hz, NH) 
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H-Phe-Val-Trp-Ile-NH2 (35) [Fmoc method]  
MBHA-resin (0.79 mmol/g; 3.418 g) was treated twice with  20% piperidine in 
DMF and washed eight times with DMF. Fmoc-Ile-OPfp (3.5 equiv) was then added 
followed by HOBt (3.5 equiv). The coupling reaction mixture was shaken on a manual 
shaker for 3 h at room temperature. The resin was then washed six times with DMF. 
The following Fmoc amino acid Pfp esters were sequentially coupled to the growing 
peptide chain:  Fmoc-Trp-OPfp, Fmoc-Val-OPfp, Fmoc-Phe-OPfp. All the Fmoc 
amino acid Pfp esters (3 equiv) were coupled to a growing peptide chain using HOBt (3 
equiv) in DMF. All the coupling reactions were shaken on a manual shaker for 3−30 h 
at room temperature. Fmoc group was removed with 20% piperidine in DMF prior to 
coupling with the next protected amino acid. After deprotection of the last Fmoc group, 
the peptide resin was washed with methanol and dried in vacuo  to yield the 
H-Phe-Val-Trp-Ile-MBHA-resin (4.725 g). 
The peptide-resin was treated with 
TFA/TMSOTf/m-cresol/thioanisole/1,2-ethandithiol (100:12:6.5:15:5; v/v) for 2 h at 
0°C and additional 2 h at room temperature. The solution was filtered and added 
dropwise to cold diethyl ether (500 ml) and n-hexane (1500 ml). The precipitated 
peptide was collected by centrifugation, and washed with diethyl ether and n-hexane 
(1:3), and dried. The residue was treated with 2-mercaptoethanol (0.2 ml) in MeOH 
(10ml) and  H2O (6 ml) at 0 °C. The solution was adjusted to pH 8.0 with 
triethylamine for 0.5 h, and then acidified to pH 4.0 with AcOH. The crude peptide was 
purified by preparative HPLC with a linear gradient of 0-60% 0.1% TFA in acetonitrile 
against 0.1% aqueous TFA, over 60 min, at 10 ml/min. The lyophilized product was a 
white amorphous solid. Yield: 0.134 g (9%). 1H NMR (DMSO-d6) δ 0.83 (12H, m, 4 × 
CH2), 1.06 (1H, m, CH2), 1.37  (1H, m, CH2), 1.65 (1H, m, CH), 1.98  (1H, m, CH), 
2.72-3.24 (4H, m, 2 × CH2), 4.13 (2H, m, 2 × CH), 4.29  (1H, m, CH), 4.67  (1H, m, 
CH), 6.94-7.30 (10H, m, aromatic-H), 7.62  (1H, d, J=6.9 Hz, NH), 8.25 (2H, m, 2 × 
NH) 8.35 (1H, d, J=9.2 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Trp(2’-SCH2CH2OH)-Ile-NH2 (36) 
 35 (0.191 g, 0.339 mmol) was added to a solution of Bis-(2-acetoxyethyl)disulfide 
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(0.82 g, 3.44 mmol) in TFA (20 ml) under ice-water cooling, followed by 
trifluoromethanesulfonic acid silver salt (0.8449 g, 3.29 mmol). The solution was stirred 
for 8 h under ice water cooling, and for 120 h at room temperature. The solvent was 
removed under reduced pressure, and the residue was dissolved in methanol (10ml). The 
solution was adjusted to pH 9 with 1N-NaOHaq for 0.5 h, filtered, and then acidified to 
pH 4 with AcOH. The solvent was removed under reduced pressure to give a residue 
that was purified by preparative RP-HPLC. The lyophilized product was a white 
amorphous solid. Yield: 0.108 g (50%). 1H NMR (DMSO-d6) δ 0.80 (12H, m, 4 × CH3), 
1.03 (1H, m, CH2), 1.38 (1H, m, CH2), 1.66 (1H, m, CH), 1.92  (1H, m, CH), 2.77(2H, 
m, CH2), 2.87 (2H, m, CH2), 3.04, 3.20 (2H, 2dd, J=5.9, 8.3, 14.2 Hz, CH2), 3.47 (2H, 
m, CH2), 4.12  (1H, dd, J=7.3, 8.6 Hz, CH), 4.26  (1H, dd, J=6.9, 8.2 Hz, CH), 4.68 
(1H, dd, J=6.6, 7.9 Hz, CH), 4.91  (1H, t, J=5.6 Hz, CH), 6.95 (2H, m, aromatic-H), 
7.03 (1H, t, J=7.4 Hz, aromatic-H), 7.12 (5H, s, aromatic-H), 7.20 (1H, d, J=7.6 Hz, 
aromatic-H), 7.66  (1H, d, J=8.9 Hz, NH), 7.69  (1H, d, J=7.9 Hz, NH), 8.19 (1H, d, 
J=7.9 Hz, NH) 8.40 (1H, d, J=8.9 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Trp(2’-SCH3)-Ile-NH2 (37)  
35 (0.589 g, 1.05 mmol) was added to a solution of dimethyl disulfide (1.028 g, 
10.9 mmol) in TFA (20 ml) under ice-water cooling, followed by 
trifluoromethanesulfonic acid silver salt (1.308 g, 5.09 mmol). The solution was stirred 
for 0.5 h under ice water cooling, and for 48 h at room temperature. The solution was 
added dropwise to cold diethyl ether (400 ml) and n-hexane (100 ml). The precipitated 
peptide was collected by centrifugation, and washed with diethyl ether. The residue was 
treated with dithiothreitol (0.8 g) in MeOH (30 ml), AcOH (30 ml), and  H2O (20 ml) 
for 1 h. The precipitate was removed by centrifugation. The solvent was removed under 
reduced pressure to give a residue that was purified by preparative RP-HPLC. The 
lyophilized product was a white amorphous solid. Yield: 0.322 g (43%). 1H NMR 
(DMSO-d6) δ 0.81 (12H, m, 4 ×  CH3), 1.03 (1H, m, CH2), 1.34 (1H, m, CH2), 1.64 
(1H, m, CH), 1.93  (1H, m, CH), 2.40 (3H, s, CH3), 2.87 (2H, m, CH2), 3.03, 3.24 (2H, 
2dd, J=6.3, 7.6, 13.9 Hz, CH2), 4.12 (2H, m, 2 × CH), 4.23  (1H, dd, J=6.9, 8.3 Hz, 
CH), 4.69 (1H, dd, J=7.1, 14.4 Hz, CH), 6.90-7.06 (4H, m, aromatic-H), 7.17 (5H, m, 
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aromatic-H), 7.60 (1H, d, J=8.9 Hz, NH), 7.67 (1H, d, J=7.9 Hz, NH), 8.21 (1H, d, 
J=7.9 Hz, NH), 8.44 (1H, d, J=8.9 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Trp(2’-SCH2CH2CH3)-Ile-NH2 (38)  
The title compound was synthesized from 35 (0.592 g, 1.05 mmol) and di-n-propyl 
disulfide following the procedure describe for 37. Yield: 0.369 g (47%). 1H NMR 
(DMSO-d6) δ 0.76 (12H, m, 4 × CH3), 0.93 (3H, t, J=7.3 Hz, CH3), 1.05 (1H, m, CH2), 
1.41  (1H, m, CH2), 1.48 (2H, six, J=7.3 Hz, CH2), 1.64  (1H, m, CH), 1.95 (1H, m, 
CH), 2.79-2.95 (4H, m, 2 × CH2), 3.04 3.26, (2H, 2dd, J=6.3, 8.0, 14.2 Hz, CH2), 4.12 
(2H, m, 2 × CH), 4.33  (1H, dd, J=7.3, 8.2 Hz, CH), 4.66 (1H, dd, J=7.3, 14.9 Hz, CH), 
6.90-7.06 (4H, m, aromatic-H), 7.17 (5H, m, aromatic-H), 7.55 (1H, d, J=8.9 Hz, NH), 
7.66 (1H, d, J=7.6 Hz, NH), 8.19 (1H, d, J=8.2 Hz, NH), 8.44 (1H, d, J=8.9 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Trp(2’-SCH2CH2NMe2)-Ile-NH2 (39)  
The title compound was synthesized from 35 (0.592 g, 1.05 mmol) and tetramethyl 
cystamine following the procedure describe for 37. Yield: 0.589 g (63%). 1H NMR 
(DMSO-d6) δ 0.82 (12H, m, 4 × CH3), 1.02(2H, m, CH2), 1.38 (2H, m, CH2), 1.65 (1H, 
m, CH), 1.94 (1H, m, CH), 2.77 (6H, s, 2 × CH3), 2.87 (2H, m, CH2), 3.00-3.33 (6H, m, 
3 × CH2), 4.11 (2H, m, 2 × CH), 4.27  (1H, dd, J=6.8, 8.4 Hz, CH), 4.73 (1H, dd, J=6.8, 
7.6 Hz, CH), 6.91-7.27 (9H, m, aromatic-H), 7.69 (1H, d, J=9.2 Hz, NH), 7.74 (1H, d, 
J=8.2 Hz, NH), 8.28 (1H, m, NH), 8.45 (1H, d, J=8.9 Hz, NH) 
 
H-Phe-Val-Trp(2’-SCH2COOH)-Ile-NH2 (40)  
The title compound was synthesized from 35 (0.584 g, 1.04 mmol) and 
dithiodiglycolic acid following the procedure describe for 37. Yield: 0.35 g (42%). 1H 
NMR (DMSO-d6) δ 0.79 (12H, m, 4 × CH3), 1.00 (1H, m, CH2), 1.39 (2H, m, CH2), 
1.66 (1H, m, CH), 1.91 (1H, m, CH), 2.81, 2.93 (2H, 2dd, J=4.6, 8.3, 14.2 Hz, CH2), 
3.09, 3.20 (2H, 2dd, J=5.9, 8.3, 14.2 Hz, CH2), 3.63 (2H, d, J=1.7 Hz, CH2), 4.11 (2H, 
m, 2 × CH), 4.25  (1H, dd, J=6.9, 8.2 Hz, CH), 4.71 (1H, dd, J=6.9, 7.4 Hz, CH), 
6.90-7.23 (9H, m, aromatic-H), 7.65 (1H, d, J=10.2 Hz, NH), 7.68 (1H, d, J=8.6 Hz, 
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NH), 8.12 (1H, d, J=8.2 Hz, NH), 8.51 (1H, br, NH) 
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 表：テトラペプチド 30-40のスペクトルデータ 
No. HPLC tR (min), (purity,%) FAB-MS (MH+), (calcd.) 
 tRa tR b  
30 13.13 (100) 17.71 (100) 540.3175 (540.3181) 
31 11.98 (100) 15.91 (100) 474.3082 (474.3080) 
32 10.85 (99.1) 15.14 (100) 505.3504 (505.3502) 
33 11.85 (99.3) 16.37 (100)c 506.2980 (506.2978) 
34 11.56 (98.5) 15.72 (100) 505.3141 (505.3138) 
35 15.38 (99.6) 21.07 (100) 563.3350 (563.3345) 
36 15.04 (100) 21.15 (100) 639.3328 (639.3328) 
37 16.25 (96.2) 22.24 (100) 609.3230 (609.3223) 
38 18.01 (99.0) 24.45 (100) 637.3529 (637.3536) 
39 13.62 (99.4) 19.86 (100) 666.3802 (666.3801) 
40 15.20 (95.2) 21.14  (97.9)  653.3125 (653.3121) 
a 100:0 to 30:70 (0.1% aqueous TFA:0.1% TFA in acetonitrile) over 25min, 1.0 
ml/min.A in acetonitrile) over 25min, 1.0 ml/min. 
b 100:0 to 30:70 (0.1% aqueous TFA:methanol) over 25min, 1.0 ml/min, unless 
otherwise noted.  
c 100:0 to 2:98 (0.1% aqueous TFA:methanol) over 35min, 1.0 ml/min. 
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 Solid Phase Peptide Synthesis of H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-βAla-] (41)  
HMPA-resin (PEPSYN KA, 0.2 mmol/g; 50 g) was placed in DMF and allowed to 
swell overnight. Nα-Fmoc-βAla-OH (8 eq) was dissolved in DMF, and DIC (4 eq) was 
added to the solution. DMAP (1 eq) was dissolved in  DMF. The amino acid / DIC 
solution and DMAP solution were added to resin in DMF, shaken slowly, and left 
overnight at room temperature. 
The resin was washed twice with DMF, twice with MeOH, twice with AcOH, 
twice with MeOH, and three times with DMF. The following Nα-Fmoc amino acid Pfp 
esters were sequentially coupled to a growing peptide chain: Nα-Fmoc-Tyr(t-Bu)-OPfp, 
Nα-Fmoc-Lys(Boc)-OPfp, Nα-Fmoc-Phe-OPfp. Each coupling cycle consisted of the 
following: (1) treated three times with 20% piperidine in DMF, (2) washed six times 
with DMF, (3) coupled the amino acid active ester, (4) washed six times with DMF. All 
the Nα-Fmoc amino acid Pfp esters (2.5 eq) were coupled to a growing peptide chain 
using HOBt (2.5 eq) in DMF. All the coupling reactions were shaken on a manual 
shaker for 3-12 h at room temperature. After coupling of the last Nα-Fmoc amino acid, 
the peptide resin was washed with MeOH and dried in vacuo  to yield the protected 
Fmoc-Phe-Lys(Boc)- Tyr(tBu)-βAla-HMPA-resin (58.6g). 
The protected peptide-resin was treated with TFA/anisole/ethanedithiol  (94:5:1; 
v/v) for 3 h at 0°C. The solution was filtered, concentrated under the reduced pressure, 
and added dropwise to excess cold diethylether. The precipitated peptide was filtered, 
washed with diethylether, and dried. The peptide was dissolved in  DMF (3 L) and 
pyridine (3 L), BOP reagent (28 g) was added, and left for 24 h at room temperature. 
The solvent was removed under reduced pressure, and water was added to the residue. 
The precipitate was collected by filtration, washed with water, and dried. The 
Fmoc-cyclic-peptide was treated with 20% piperidine in DMF for 0.5 h at room 
temperature, and the solvent was removed under reduced pressure.  
The crude peptide was purified by preparative HPLC with a linear gradient of 
0-60% 0.1% TFA in acetonitrile against 0.1% aqueous TFA, over 60 min, at 10 ml/min. 
The lyophilized product was a white amorphous solid (6.7 g). Overall yield: 86%. 1H 
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NMR (DMSO-d6) δ 1.00-1.66 (6H, m, 3 × CH2) , 2.21 (2H, m,  CH2) , 2.71-2.97 (4H, 
m, 2 × CH2) , 3.10-3.65 (4H, m, 2 × CH2), 3.93 (1H, m, CH) , 4.27  (1H, m, CH) , 4.44  
(1H, m, CH) , 6.62 (2H, d, J=7.6 Hz, aromatic-H) , 6.95  (2H, d, J=7.9 Hz, 
aromatic-H) , 7.11-7.30 (5H, m, aromatic-H) , 7.39 (1H, m, NH) , 7.64  (1H, m, NH) , 
8.39 (1H, m, NH) , 8.51 (1H, m, NH) ; FAB-MS m/z calcd. 510.2716, found 510.2722 
(MH)+. 
 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(O-secBu)-βAla-] (42)  
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-βAla-] (41) (500 mg) was dissolved in  TFA (10 ml), and 
TMSOTf (0.1 ml) was added. 1-butene gas was added for 20 min at -10 °C, and left for 
18 h at room temperature. The reaction solution was  added dropwise to excess cold 
diethylether, and the precipitated peptide was collected by centrifugation, and dried. The 
crude peptide was purified by preparative HPLC with a linear gradient of 0-60% 0.1% 
TFA in acetonitrile against 0.1% aqueous TFA, over 60 min, at 10 ml/min. The 
lyophilized product was a white amorphous solid. H-Phe-c 
[-Nε-Lys-Tyr(O-secBu)-βAla-] (42) (21.7 mg, yield: 4%). 1H NMR (DMSO-d6) δ 0.81 
(3H, m,  CH3) , 1.07 (3H, t, J=5.6 Hz, CH3) ,  1.12-1.36 (4H, m, 2 × CH2) , 1.37-1.67 
(4H, m, 2 × CH2) , 2.23 (2H, m,  CH2) , 2.66-2.95 (4H, m, 2 × CH2) ,3.20-3.55 (4H, m, 
2 × CH2),  3.96 (1H, m, CH) , 4.14  (1H, m, CH) , 4.30  (1H, m, CH) , 4.46   (1H, 
m, CH) , 6.74 (2H, d, J=8.3 Hz, aromatic-H) , 7.06  (2H, d, J=8.3 Hz, aromatic-H) , 
7.16-7.26 (5H, m, aromatic-H), 7.40  (1H, brt, J=5.4 Hz, NH) , 7.67 (1H, m, NH) , 
8.49 (1H, d, J=9.2 Hz, NH) , 8.61 (1H, d, J=17.5 Hz., NH) ; FAB-MS m/z calcd. 
566.3342, found 566.3352 (MH)+ . 
 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-βAla-] (43) and 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3,5-di-tBu)-βAla-] (45)  
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-βAla-] (41) (170 mg) was dissolved in  TFA (10 ml), and 
TMSOTf (0.1 ml) was added. Isobutene gas was added for 20 min at -10 °C, and left for 
12 h at room temperature. The reaction solution was  added dropwise to excess cold 
diethylether, and the precipitated peptide was collected by centrifugation, and dried. The 
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crude peptide was purified by preparative HPLC with a linear gradient of 0-60% 0.1% 
TFA in acetonitrile against 0.1% aqueous TFA, over 60 min, at 10 ml/min. The 
lyophilized products were white amorphous solids. H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-βAla-] 
(43) (85.5 mg, yield: 46%),  1H NMR (DMSO-d6) δ 1.14 (2H, m, CH2) , 1.29 (9H, s, 3 
× CH3) ,  1.30, 1.40 (2H, mm, CH2) , 1.54 (2H, m, CH2) , 2.19 (2H, m,  CH2) , 2.67 
(1H, dd, J=7.9, 13.9 Hz, CH2) , 2.84 (2H, m, CH2) , 2.94 (1H, dd, J=5.5, 14.0 Hz, CH2) , 
3.26-3.44  (4H, m, 2 × CH2) , 4.00  (1H, brt, J=5.6 Hz, CH) , 4.29  (1H, dt, J=5.0,  
7.6 Hz CH) , 4.42  (1H, dt, J=7.1,  7.6 Hz CH) , 6.63 (1H, d, J=7.9 Hz, aromatic-H), 
6.78  (1H, dd, J=2.0 8.0 Hz, aromatic-H) , 6.94 (1H, d, J=2.0 Hz, aromatic-H) , 7.16 
(2H, m, aromatic-H) , 7.23  (3H, m, aromatic-H) 7.38  (1H, t, J=6.0 Hz, NH) , 7.63  
(1H, dd, J=4.5 7.5 Hz, NH) , 8.38 (1H, d, J=8.9 Hz, NH) , 8.57 (1H, d, J=7.6 Hz, NH) ; 
FAB-MS m/z calcd. 566.3342, found 566.3328 (MH)+ , 
and H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3,5-di-tBu)-βAla-] (45)  (41 mg, yield: 20%). 1H NMR 
(DMSO-d6) δ 1.10-1.67 (6H, m, 3 × CH2) ,  1.34 (18H, s, 6 × CH3) , 2.24 (2H, m, 
CH2) , 2.42-2.58 (2H, m,  CH2) , 2.63-3.02 (6H, m, 3 × CH2), 4.03  (1H, m, CH) , 
4.34  (1H, m, CH) , 4.43  (1H, m, CH) , 6.92 (2H, s, aromatic-H)  7.20 (5H, m, 
aromatic-H) , 7.43  (1H, m, NH) , 7.61 (1H, m, NH) , 8.65 (1H, d, J=9.1 Hz, NH), 8.58 
(1H, d, J=8.0 Hz, NH) ; FAB-MS m/z calcd. 622.3968, found 622.3961 (MH)+ . 
 
 
 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(O-tBu)-βAla-] (44)  
Z-Lys-Tyr(t-Bu)-βAla-HMPA-resin was synthesized by the same procedure as 1, 
but using Nα-Fmoc-βAla-OH, Nα-Fmoc-Tyr(O-tBu)-OH, and Z-Lys(Fmoc)-OH. The 
peptide resin was treated with MeOH (270 ml) and triethylamine (30 ml) for 18 h at 
room temperature. After filtration, the solution was evaporated to dryness, and treated 
with MeOH/H2O/Et3N (2:2:1; v/v) for 24 h at room temperature. After evaporation, the 
residue was dissolved in  DMF (200 ml) and pyridine (200 ml). BOP reagent (2 g) was 
added to the solution and left for 18 h at room temperature. After evaporation, water 
was added and the precipitate was filtered , washed once with 5% NaHCO3aq and twice 
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with water. The dried solid was dissolved in DMF (20 ml), and hydrogenated with Pd-C 
(200 mg) for 3 h. the solution was filtered and evaporated to dryness. The residue was 
dissolved in DMF (5 ml) and coupled with Nα-Fmoc-Phe-OPfp (1.11g) using HOBt 
(306 mg) for 18 h at room temperature. After evaporation, water was added and the 
precipitate was filtered , washed once with water and twice with dry ether. The dried 
solid was dissolved in  DMF (8 ml), treated with piperidine (2 ml) for 1 h, and 
evaporated to dryness. The crude peptide was purified by preparative HPLC with a 
linear gradient of 0-60% 0.1% TFA in acetonitrile against 0.1% aqueous TFA, over 60 
min, at 10 ml/min. The lyophilized product was a white amorphous solid. 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(O-tBu)-βAla-] (44)  (43 mg) 1H NMR (CD3OD) δ 1.15-1.28 (2H, 
m, CH2) , 1.25 (9H, s, 3 × CH3) ,  1.40, 1.53  (2H, m, m, CH2) , 1.68 (2H, m, CH2) , 
2.37 (2H, m,  CH2) , 2.84 (2H, m,  CH2), 3.06 (4H, m,  2 × CH2) , 3.41-3.72 (2H, m, 
CH2) , 3.97 (1H, dd, J=5.6, 8.6 Hz, CH) , 4.34  (1H, dd, J=6.9, 6.9 Hz, CH) , 4.63  
(1H, dd, J=6.6, 14.5 Hz, CH) , 6.89  (2H, d, J=8.3 Hz aromatic-H) , 7.17 (2H, d, J=8.3 
Hz, aromatic-H) , 7.20-7.31  (5H, m, aromatic-H) ; FAB-MS m/z calcd. 566.3342, 
found 566.3343 (MH)+ . 
 
 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Gly-] (46)  
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-Gly-] was synthesized by the same procedure as 41, but using 
Nα-Fmoc-Gly-OH, Nα-Fmoc-Tyr(t-Bu)-OPfp, Nα-Fmoc-Lys(Boc)-OPfp, and 
Nα-Fmoc-Phe-OPfp. H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Gly-] was synthesized by the same 
procedure as 43 from H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-Gly-] (878 mg). 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Gly-] (46) (288 mg, yield: 29%).  1H NMR (DMSO-d6) δ 
0.99-1.65 (6H, m, 3 × CH2) , 1.32 (9H, s, 3 × CH3) ,  2.67-2.98 (6H, m, 3 × CH2) , 
3.18-3.34 (2H, m, CH2) , 3.82 (1H, dd, J=6.1, 15.4 Hz, CH) , 4.43 (2H, m, 2 × CH) , 
6.67 (1H, d, J=8.3 Hz, aromatic-H) , 6.86 (1H, d, J=7.6 Hz, aromatic-H) , 7.02 (1H, s, 
aromatic-H) , 7.20  (5H, s, aromatic-H), 8.27 (1H, m, NH),  8.55  (1H, d, J=7.3 Hz, 
NH) , 8.67 (1H, m, NH) , 8.90 (1H, d, J=7.9 Hz, NH) ; FAB-MS m/z calcd. 552.3186, 
found 552.3180 (MH)+ . 
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 H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Abu-] (47)  
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-Abu-] was synthesized by the same procedure as 41, but 
using Nα-Fmoc-Abu-OH, Nα-Fmoc-Tyr(t-Bu)-OPfp, Nα-Fmoc-Lys(Boc)-OPfp, and 
Nα-Fmoc-Phe-OPfp. H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Abu-] was synthesized by the same 
procedure as 43 from H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-Abu-] (747 mg). 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Abu-] (47) (300 mg, yield: 25%).  1H NMR (DMSO-d6) δ 
1.07 (2H, m, CH2) , 1.24-1.38 (2H, m, CH2) , 1.31 (9H, s, 3 × CH3) ,  1.54 (2H, m, 
CH2) , 1.87 (2H, m, CH2) , 2.22 (2H, m,  CH2) , 2.64-2.94 (6H, m, 3 × CH2) , 3.31 (2H, 
m, CH2) , 4.07  (1H, m, CH) , 4.29  (1H, brd, J=5.6 Hz, CH) , 4.43  (1H, m, CH) , 
6.66 (1H, d, J=6.6 Hz, aromatic-H)  6.86 (1H, brd, J=6.3 Hz, aromatic-H) , 7.03 (1H, s, 
aromatic-H) , 7.19  (5H, s, aromatic-H), 7.58  (2H, m, 2 × NH) , 8.45  (2H, m, 2 × 
NH) ; FAB-MS m/z calcd. 580.3499, found 580.3495 (MH)+ . 
 
 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Ahx-] (48)  
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-Ahx-] was synthesized by the same procedure as 41, but 
using Nα-Fmoc-Ahx-OH, Nα-Fmoc-Tyr(t-Bu)-OPfp, Nα-Fmoc-Lys(Boc)-OPfp, and 
Nα-Fmoc-Phe-OPfp. H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Ahx-] was synthesized by the same 
procedure as 43 from H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-Ahx-] (712 mg). 
H-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-Ahx-] (48) (428 mg, yield:34%). 1H NMR (DMSO-d6) δ 
1.02-1.69 (12H, m, 6 × CH2) , 1.30 (9H, s, 3 × CH3) ,  2.00 (2H, m, CH2) , 2.60-3.23 
(8H, m, 4 × CH2) , 4.09 (1H, m,  CH) , 4.39  (2H, m, 2 × CH) , 6.64 (1H, d, J=8.3 Hz, 
aromatic-H) 6.82 (1H, d, J=7.9 Hz, aromatic-H) , 6.97  (1H, brs, aromatic-H) , 7.20 
(5H, brs, aromatic-H), 7.54 (1H, m, NH) , 7.72 (1H, m, NH), 8.28 (1H, m, NH) , 8.50 
(1H, brd, J=6.9 Hz, NH) ; FAB-MS m/z calcd. 608.3812, found 608.3806 (MH)+ . 
 
H-D-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-βAla-] (49)  
H-D-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-βAla-] was synthesized by the same procedure as 41, but 
using Nα-Fmoc-βAla-OH, Nα-Fmoc-Tyr(t-Bu)-OPfp, Nα-Fmoc-Lys(Boc)-OPfp, and 
 79
Nα-Fmoc-D-Phe-OPfp (697 mg, yield: 74%). H-D-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-βAla-] 
was synthesized by the same procedure as 43 from H-D-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr-βAla-] (878 
mg). H-D-Phe-c[-Nε-Lys-Tyr(3-tBu)-βAla-] (49) (111 mg, yield: 34%).  1H NMR 
(DMSO-d6) δ 0.74-1.07 (2H, m, CH2), 1.12-1.40  (4H, m, 2 × CH2), 1.31 (9H, s, 3 × 
CH3) , 2.20 (2H, m,  CH2) , 2.60-2.85 (4H, m, 2 × CH2) , 2.95 (2H, d, J=6.9 Hz, CH2) , 
3.26-3.44 (2H, m, CH2), 4.15  (1H, m,  CH) , 4.27  (1H, m, CH) , 4.38  (1H, m, 
CH) , 6.63  (1H, d, J=7.9 Hz, aromatic-H) , 6.76 (1H, brd, J=7.6 Hz, aromatic-H) 6.92 
(1H, brs, aromatic-H) , 7.20-7.40  (6H, m, NH + aromatic-H) , 7.57 (1H, m, NH) , 8.38  
(2H, d, J=8.3 Hz, 2 × NH) ; FAB-MS m/z calcd. 566.3342, found 566.3341 (MH)+ . 
 
H-Phe-c[-Nε-D-Lys-Tyr(3-tBu)-βAla-] (50)  
H-Phe-c[-Nε-D-Lys-Tyr-βAla-] was synthesized by the same procedure as 41, but 
using Nα-Fmoc-βAla-OH, Nα-Fmoc-Tyr(t-Bu)-OPfp, Nα-Fmoc-D-Lys(Boc)-OPfp, and 
Nα-Fmoc-Phe-OPfp (796 mg, yield: 85%). H-Phe-c[-Nε-D-Lys-Tyr(3-tBu)-βAla-] was 
synthesized by the same procedure as 43 from H-Phe-c[-Nε-D-Lys-Tyr-βAla-]. 
H-Phe-c[-Nε-D-Lys-Tyr(3-tBu)-βAla-] (50) (100 mg, yield: 31%).  1H NMR 
(DMSO-d6) δ 0.92 (2H, m, CH2) ,1.10-1.53  (4H, m, 2  × CH2), 1.30 (9H, s, 3 × CH3) ,  
2.16 (2H, m, CH2) , 2.55-3.14 (6H, m, 3 × CH2) , 3.28-3.58 (2H, m, CH2) , 4.02 (1H, m, 
CH) , 4.12 (1H, m, CH) , 4.23 (1H, dt, J=7.3, 7.3 Hz, CH) , 6.62  (1H, d, J=7.9 Hz, 
aromatic-H) 6.76 (1H, brd, J=7.6 Hz, aromatic-H) , 6.89 (1H, brs, aromatic-H) , 
7.22-7.40  (6H, m, NH + aromatic-H) , 7.49 (1H, brd, J=7.3 Hz, NH) ,7.75  (1H, d, 
J=7.8 Hz, NH), 8.27 (3H, m, NH2 + NH) ; FAB-MS m/z calcd. 566.3342, found 
566.3332 (MH)+ . 
 
H-Phe-c[-Nε-Lys-D-Tyr(3-tBu)-βAla-] (51) 
 H-Phe-c[-Nε-Lys-D-Tyr-βAla-] was synthesized by the same procedure as 41, but 
using Nα-Fmoc-βAla-OH, Nα-Fmoc- D-Tyr(t-Bu)-OPfp, Nα-Fmoc- Lys(Boc)-OPfp, and 
Nα-Fmoc- Phe-OPfp (472 mg, yield: 50%). H- Phe-c[-Nε- Lys-D-Tyr(3-tBu)-βAla-] was 
synthesized by the same procedure as 43 from H- Phe-c[-Nε-Lys-D-Tyr-βAla-]. 
H-Phe-c[-Nε-Lys-D-Tyr(3-tBu)-βAla -] (51) (78 mg, yield: 24%).  1H NMR 
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(DMSO-d6) δ 1.17 (2H, m, CH2) ,1.28 (9H, s, 3 × CH3) ,  1.37 (2H, m, CH2) , 1.61 (2H, 
m, CH2) , 2.22 (2H, m, CH2) , 2.83 (4H, m, 2 × CH2) , 3.22 (2H, brdd, J=3.6, 14.5 Hz, 
CH2) , 3.50  (2H, m, CH2) , 4.18  (3H, m, 3 × CH) , 6.58   (1H, d, J=7.9 Hz, 
aromatic-H) , 6.70 (1H, brd, J=8.9 Hz, aromatic-H) 6.87 (1H, brs, aromatic-H) , 7.33  
(5H, m, aromatic-H) , 7.42 (1H, m, NH) , 7.66 (1H, m, NH),  7.89  (1H, d, J=8.6 Hz, 
NH), 8.62 (1H, d, J=7.3 Hz, NH) ; FAB-MS m/z calcd. 566.3342, found 566.3343 
(MH)+ . 
 
 
表：環状テトラペプチド 41-51の HPLCデータ 
No. HPLC tR (min), (purity,%) 
 tRa tR b 
41  10.31 (94.3) 13.75 (97.3) 
42  16.34 (97.5) 23.47 (100) c 
43  15.48 (96.0) 22.15 (100) 
44  15.23 (96.7) 22.41 (100) 
45  18.33 (98.7) 26.60 (100) c 
46  15.87 (99.8) 21.95 (100) 
47  15.75 (98.3) 22.49 (100) 
48  16.55 (97.8) 23.67 (100) 
49  14.78 (95.3) 20.58 (100) 
50  15.07 (96.5) 20.59 (100) 
51  15.38 (99.9) 22.56  (97.9) 
a100:0 to 30:70 (0.1% aqueous TFA:0.1% TFA in acetonitrile) over 
25min, 1.0 mL/min. 
b100:0 to 30:70 (0.1% aqueous TFA:methanol) over 25min, 1.0 mL/min, 
unless otherwise noted.  
c100:0 to 2:98 (0.1% aqueous TFA:methanol) over 35min, 1.0 mL/min. 
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Peptide Purification   
The crude peptides were purified by RP-HPLC using a Waters semi-prep system 
with C18  YMC-Pack S-343-15 (YMC, Japan), 15 µm, 120 Å, 20 x 250 mm, eluting 
with a linear acetonitrile gradient (0-60%) in water containing a constant concentration 
of TFA (0.1%, v/v) over 60 min at a flow rate of 10 ml/min.  The peptide fractions 
which were purified by analytical HPLC were lyophilized, and the powder was kept at 
－20°C until their biological assay. 
 
Peptide Analysis  
The purity of the final products was confirmed by RP-HPLC using a Beckman 
analytical HPLC system or a Hitachi D-7000 HPLC system with an analytical column 
(YMC-Pack A-302, 4.6 x 150 mm, 120 Å, 5 µm particle size, YMC, Japan). 
TRecording and quantification on a Beckman system were accomplished with a Waters 
chromatographic data module (Waters model 741). One solvent system (A) was 100:0 
to 30:70 (0.1% aqueous TFA/0.1% TFA in acetonitrile) over 25 min at 1 ml/min using 
YMC-Pack A-302 analytical column (4.6 x 150 mm, 120 Å, 5 µm particle size, YMC, 
Japan). The other (B) was 100:0 to 30:70, or 100:0 to 2:98 (0.1% aqueous 
TFA:methanol) over 25 min, 1.0 ml/min using µ BONDASPHERE 5µ C18 300 Å (3.9 
x 150 mm, Waters).  
The composition of the peptide was verified by quantitative amino acid analysis 
using Pico-Tag methodology (Waters)  and phenyl isothiocyanate (PITC) as amino 
acid derivatization reagents. Lyophilized samples of peptides (50-1000 pmol) were 
placed in heat-treated borosilicated tubes (50 x 4 mm), sealed, and hydrolyzed with 200 
µl of 6 N HCl containing 1% phenol in the Pico-Tag workstation for 1 h at 150°C. A 
Pico-Tag column (15 x 3.9 mm) was employed to separate the PITC-amino acid 
derivatives. The composition of the compounds was as expected.  
FT-NMR was performed on a JEOL JNM-A500, Varian Mercury 300, and JEOL 
JNM-EX270. Spectra was taken in DMSO-d6 or MeOH-d4. The molecular weight of the 
compounds was determined by FABMS (VG70-250SEQ, VG Analytical, UK). The 
values are expressed as MH+. 
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Receptor Binding Assay  
The motilin receptor binding assay was performed according to the procedure 
introduced by Bormans et al. 53 with a slight modification. After exsanguination, the 
upper part of the rabbit intestine (about 50 cm) was rapidly removed and rinsed with ice 
cold 0.9% saline. The smooth muscle tissue was dissected free from connective tissue 
and mucosa, finely minced and homogenized in 50 mM Tris–HCl buffer (pH=7.4) at 0 
°C using tapered tissue grinders (Wheaten, Milliville, NJ) at 2000 rpm for 30 s. The 
homogenate was centrifuged at 1500 x g for 5 min. and was washed twice with a fresh 
buffer. The final pellet was resuspended in 50 ml of 50 mM Tris–HCl buffer (pH=8.0, 
containing 10 mM MgCl2, 1.5% bovine serum albumin) for binding studies. 
The homogenate (about 1.0 mg protein/assay) was incubated at 25 °C for 120 min. 
with 25 pM 125I-pMTL (specific activity, 33-66 kBq/pmol). The final volume was 1 ml. 
After incubation, 2 ml of cold buffer were added to stop the reaction, and bound and 
free reagents were separated by centrifugation at 1500 x g for 5 min. The pellet was 
washed with cold buffer, and its radioactivity was determined with a gamma counter 
(ARC-300, Aroka, Tokyo, Japan).  Displacement curves were obtained by adding 
increasing amounts of the peptides to the incubation sample, and the concentration 
displacing 50% of the label (IC50) was determined by interpolation. 
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Contraction Assay for Motilin Agonist  
Male Japanese-white rabbits (about 3 kg) were used. The animals were 
anesthetized with thiopental sodium (30 mg/kg, iv.) and exsanguinated. The upper part 
of the small intestine was rapidly removed after laparotomy and placed in an ice-cold 
modified Krebs’ solution composed of (in mM): NaCl 120.0, KCl 4.7, CaCl2 2.4, 
KH2PO4 1.0, MgSO4 1.2, NaHCO3 24.5 and glucose 5.6 (pH=7.4). The duodenum was 
washed, freed from mesenteric attachment and cut along the longitudinal axis to obtain 
muscle strips approximately 10 mm long and 3 mm wide. The preparation was mounted 
in an organ bath containing 10 ml of modified Krebs’ solution kept at 28°C to prevent 
excessive spontaneous contractions. 54 The solution was gassed with a mixture of 95% 
O2 and 5% CO2. The longitudinal strips were initially loaded with a 1.0- g weight, and 
contractile activity was measured by means of isotonic transducers (ME-4012, Medical 
Electronics Co., Tokyo) and recorded on an ink-writing recorder (Type 3066, 
Yanagisawa-Denki, Tokyo). Before the experiments, each strip was subjected to 
repeated stimulation with 100 µM acetylcoline (Ach) until a reproducible response was 
obtained. The contractile potency of each compound was expressed as a percentage of 
that induced by 100 µM ACh. The dose giving 50% of the response is expressed (EC50). 
 
 85
 Contraction Assay for Motilin Antagonist  
Male Japanese-white rabbits (about 3 kg) were used. The animals were 
anesthetized with thiopental sodium (30 mg/kg, iv.) and exsanguinated. After 
laparotomy the upper part of the small intestine was rapidly removed and placed in 
ice-cold, modified Krebs’ solution composed of (in mM): NaCl 120.0, KCl 4.7, CaCl2 
2.4, KH2PO4 1.0, MgSO4 1.2, NaHCO3 24.5 and glucose 5.6 (pH=7.4). The duodenum 
was washed, freed from mesenteric attachment and cut along the longitudinal axis to 
obtain muscle strips approximately 10 mm long and 3 mm wide. The preparation was 
mounted in an organ bath containing 10 ml of modified Krebs’ solution kept at 28 °C to 
prevent excessive spontaneous contractions. 54 The solution was gassed with a mixture 
of 95% O2 and 5% CO2. The longitudinal strips were initially loaded with a 1.0 g weight, 
and contractile activity was measured by means of isotonic transducers (ME-4012, 
Medical Electronics Co., Tokyo) and recorded on an ink-writing recorder (Type 3066, 
Yanagisawa-Denki, Tokyo). Before the experiments, each strip was subjected to 
repeated stimulation with 100 µM ACh until a reproducible response was obtained. The 
contractile potency of each compound was expressed as a percentage of that induced by 
100 µM ACh. The dose giving 50% of the response (EC50) was determined by 
interpolation. 
A commutative concentration-dependent contractile curve for pMTL was 
established by adding increasing concentrations of pMTL. The effect of each antagonist 
on the contractile activity of pMTL was further studied by incubating the strip for 15 
min with different concentrations of each antagonist and then recording a cumulative 
concentration-response curve in the presence of each antagonist. The pA2 value was 
obtained by regression analysis of Schild plots as has been described previously.55 
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